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I. INTRODUCCION
1. Radicales libres
1.1. Concepto de radical libre
Un radical libre es una molécula o fragmento de molécula, que contiene uno o más 
electrones desapareados en su orbital extemo. Tienen una vida media del orden de milisegundos 
debido a su gran reactividad, aunque varía según el tipo de radical libre.
Estas moléculas o átomos tremendamente reactivos, se encuentran implicados en el 
inicio y desarrollo de diversas enfermedades (Gutteridge, 1993). La evidencia del papel 
patológico de estos compuestos ha dado lugar a numerosas vías de investigación con el fin de 
desarrollar captadores, inhibidores enzimáticos o moduladores de los mismos. En el medio 
biológico, los radicales libres son compuestos generalmente oxigenados y se les llaman especies 
de oxígeno reactivas (ROS). Debido a que los onanismos existen y  se desarrollan en presencia 
de oxígeno, están asociados con la generación de estas ROS, que son tóxicas y se consideran 
responsables del daño oxidativo de macromoléculas biológicas como el DNA, lípidos, 
carbohidratos y proteínas (Halliwell y Gutteridge, 1989; Sies, 1993; Halliwell, 1996). Se han 
visto implicadas a i muchos ^ procesos ^ patológicos como algunos cánceres (Halliwell y 
Gutteridge, 1989; Halliwell, 1989), diabetes (Tasaku y cois., 1992; Okamoto, 1985; Reardon y 
cois., 1992; Gerbitz, 1992), patologías cardiovasculares _(Byers, 1993), procesos reumáticos 
(Wolf y cois., 1986), patologías gastroentéricas y afecciones broncopulmonares (Slade y cois., 
1993; Tenenbem y cois., 1992) así como enjprocesos neurodegenerativos como la Enfermedad 
de Alzheimer (Cross y cois., 1987). También están implicados en procesos fisiológicos como en 
el envejecimiento (Bondy, 1992; Pacifí y  cois,., 1991), el daño causado por el ejercicio físico 
agotador (Davies, 1982; Sastre y cois., 1992), y otros.
Asimismo, existen también radicales Ubres nitrogenados o especies de nitrógeno 
reactivas (RNS), cuya importancia ha crecido considerablemente en los últimos tiempos.
i?ch' / ^ \ 7 c\
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1.2. Clases de Radicales libres
Existen muchas clases de radicales libres, tanto ROS como RNS. Algunos de los 
radicales libres más importantes son:
1.2.1. Anión superóxido (0 2 ‘)
Estado de reducción del oxígeno de un electrón, formado en muchas reacciones de 
autooxidación. Es relativamente poco reactivo, pero potencialmente tóxico, ya que puede iniciar 
reacciones que den lugar a otros intermediarios a su vez muy reactivos. Puede formarse como 
producto de muchas reacciones catalizadas enzimáticamente, como en las reacciones de 
deshidrogenasas flavoproteínicas (xantina oxidasa, aldehido oxidasa, purina oxidasa, etc.) 
(Korycka-Dahi y cois., 1981; Behard y cois., 1979), de oxidasas e hidroxilasas (diamino 
oxidasa, galactosa oxidasa, citocromo p45o, etc.) , también en reacciones no enzimáticas del 
oxígeno con la cisterna (Viña y cois., 1983; Saezy cois., 1982) o la rivoflavina (Barton y cois., 
1979), o bien se produce en la cadena respiratoria mitocondrial (Bovers y cois., 1972).
Oz + e + H "  -> _D2m + JT
1.2.2. Peróxido de hidrógeno (H2O2)
Estado de reducción de dos electrones del oxígeno, formado a partir del radical 0 2"* por 
dismutación, o directamente del 0 2:
202*' + 2Hr H20 2 + 0 2 
0 2 + 2e +2H"
No es im radical Ubre, pero su toxicidad es importante ya que atraviesa fácilmente las 
membranas. Muchas enzimas producen agua oxigenada a partir de oxígeno: superóxido 
dismutasa, glucosa oxidasa, la D-aminoácido oxidasa, uricasa, etc. (Fridovich, 1986; Romero y 
cois., 1987), y también puede producirse por reacciones químicas, como la autooxidación del 
ácido ascórbico catalizada por el cobre (Korycka-Dahi y cois., 1981). Se convirte en agua por 
acción de la catalasa, un proceso que determina su vida media. Parece que el H20 2 está 
implicada en la regulación de la transducción de la señal de expresión de genes a través del 
NFkB y AP-1. Ambos son factores de transcripción capaces de inducir la transcripción de genes
2
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tales como el de la interleukina 2 (IL-2), el factor de necrosis tumoral a  (TNF-a), antígenos del 
complejo mayor de histocompatibilidad y c-fos. (Schreck y Baeuerle, 1994; Sen y Packer, 
1996).
1.2.3. Radical hidroxilo (OH*)
Estado de reducción de tres electrones de la molécula de oxígeno. Es la especie más 
reactiva con una vida media estimada de alrededor de 10~9 s (Liocchev y Fridovich, 1994). 
Puede formarse in vivo a consecuencia de radiación de alta energía (rayos X, rayos y ) que 
puede provocar rotura homolítica del agua corporal. La luz UV no tiene suficiente energía como 
para escindir una molécula de agua,_peropuede dividir el agua oxigenada en 2 moléculas de 
radical hidroxilo. Otro proceso todavía más importante en la formación del radical hidroxilo es 
la llamada reacción de Fenton (Fentoa, 1894):
H20 2 + Fe2+ -> Fe3+ + OH' + OH*
También apartir de agua oxjgenada^y del radical syperóxido puede formarse el radical 
hidroxilo, por la Reacción de Haber-Weiss (Haber y Weis, 1934):
H20 2 + 02- +JOH- +OH*
Esta reacción es catalizada por metales como hierro o cobre.
1.2.4. Radica] peroxilo fROO*)
Formado a partir de hidroperóxidos orgánicos, por ejemplo lípidos, o ROOH por 
pérdida de hidrógeno. Tiene una vida media relativamente larga (del orden de segundos).
1.2.5. Oxígeno singlele ^Qa)
Es una forma excitada del oxígeno molecular. No es un radical Ubre y se forma in vivo 
por acción de la luz sobre las moléculas de oxígeno. Su vida media es alrededor de 10"6 
segundos, dependiendo de la naturaleza de la matriz circundante. Puede interaccionar con otras 
moléculas transfiriéndoles su energía de excitación o combinándose químicamente con ellas. 
Puede formarse en la oxidación del NADPH en los microsomas, en la actividad de varias 
enzimas como la xantina oxidasa, la lactqperoxidasa, hpooxigenasa y prostanglandinsintetasa, 
entre otras (Kanofsky, 1989).
3
Introducción
1.2.6. Óxido nítrico (NO*)
En los últimos años se ha prestado particular atención a esta especie rezctiva del 
nitrógeno. Es un gas lipofílico e hidrosoluble, de una vida media de 3 a 5 s. Se forma 
enzimáticamente a partir de la arginina, reacción catalizada por la óxido nítrico sintasa 
(Moneada y cois., 1991). Juega un papel fundamental en la regulación del flujo sanguíneo local, 
inhibe la agregación plaquetaria, es un neurotransmisor y se produce por los macrófagos 
activados contribuyendo a la defensa inmunitaria primaria. Sin embargo, un exceso de óxido 
nítrico es citotóxico: puede generar anión peroxinítrito (ONOO ), que es capaz de inducir la 
peroxidación lipídica en lipoproteínas e interferir con la señalización celular por nitración de 
residuos de tirosina en proteínas (Beckman, 1996; Packer, 1996); otro efecto patológico del NO* 
reside en su capacidad de reacción con el hierro de proteínas intracelulares, principalmente 
mitocondriales; puede reaccionar con ácidos nucleicos dando lugar a mutaciones y roturas del 
DNA, también puede producir necrosis, entre otros fenómenos.
Tabla 1. Principales especies reactivas de oxígeno y nitrógeno.
ESPECIE SÍMBOLO
.Radical superóxido
t t
Radical hidroperóxido 
Peróxido de hidrógeno 
Radical hidroxilo
Radical alcóxido
- gg §Jg m
Radical peróxido 
Oxido nítrico 
o de nitrógeno
h 2o 2
HO­
RCO- O
NO'
__________n o 2-__ _ ____
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Tabla 2. Vida inedia de los algunos radicales libres celulares.
HO* LfF 1 M 10'9 seg.
RO* LH 100 mM 10*6 seg.
ROO* LH 1 mM 7 seg.
L*d Oí 20 pM 10  ^seg.
h2o 2
o 2*
e
e
• • . .  . . •
e
e
lo2 h2o Solvente 10"6 seg.
Q* - :.V-i Días
(a) El sustrato elegido es moléculas diana típicas de las especies de la primera columna.
(b) Los valores de concentración tratan de reproducir la selectividad in vivo del radical por su molécula diana.
(c) Linoleato.
(d) Radical linolenilo. No se tiene en cuenta la reversibilidad de la reacción L* + 0 2. La concentración de 0 2 es 
la típica de un tejido moderadamente oxigenado.
(e) Estas especies reactivas están sujetas in vivo, a descomposición por acción de diversos enzimas y por lo 
tanto, su vida media sólo puede ser calculada si las concentraciones de todas las especies reactivas y 
enzimas antioxidantes son similares a las existentes in vivo.
1.3. Génesis de las ROS
Todos los radicales libres descritos anteriormente corresponden a especies cuya 
formación es endógena, pero el organismo también está expuesto a radicales libres procedentes 
de fuentes externas. Con la dieta se ingieren muchos compuestos de naturaleza prooxidante, el 
humo del tabaco da lugar a radicales libres, la polución ambiental, el ozono, etc. (Pryor y cois., 
1995; Rock y cois., 1996; Ames, 1983). Las especies reactivas del oxígeno pueden tener un 
origen endógeno o exógeno (Freeman y Crapo, 1982; Frei, 1994). Algunas de ellas surgen como 
“accidentes químicos”, es decir, reacciones secundarias no deseadas entre las biomoléculas o en 
la detoxificación de xenobióticos, pero otras especies activadas de oxígeno se generan in vivo
5
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con un fin determinado, como en el caso de los fagocitos activados, que producen O2 y H20 2 
(Halliwell, 1991).
1.3.1. Fuentes exógenas.
Las fuentes exógenas más importantes en la generación de especies activadas de 
oxígeno son:
• Radiaciones ionizantes, que darán lugar a la fisión homolítica de una molécula generando 
un par de radicales libres (Bielsky y Gebieki, 1977):
X:Y -> X* + Y*
• Xenobióticos: muchos agentes antineoplásicos (Deno y Goldberg, 1992), tales como la 
adriamicina, bleomicina, daunorrubicina y algunos antibióticos (Doroshow y Hochstein, 
1982) que dependen de grupos quinoides o de unión a metales por su actividad.
• También se incluyen factores ambientales como contaminantes aéreos fotoquímicos, 
hiperoxia, humo de tabaco, pesticidas, anestésicos, etc.
1.3.2. Fuentes endógenas
I.3.2.I. La cadena de transporte electrónico mitocondrial.
La cadena de transporte electrónico mitocondrial (figura 1) es una de las principales 
fuentes de radicales libres en la célula. Son muchas las patologías en las que se ha descrito que 
la mitocondria genera radicales libres, siendo la causa del estrés oxidativo que sufre la célula. 
Figura 1. Cadena de Transporte Electrónico Mitocondrial
ESPACIO
INTERMEMBRANA
NAOH
-f- H-
3AQP + 3P
MATRIZ
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Utilizando mitocondrias aisladas se puede demostrar experimentalmente el consumo de 
oxígeno por la mitocondria, fenómeno denominado Control Respiratorio (figura 2). En ausencia 
de sustrato o de ADP, el consumo de oxígeno causado por la oxidación de sustratos endógenos, 
es bajo. Este estado respiratorio se define como estado 1. Añadiendo un sustrato oxidable, como 
glutamato o malato, este consumo aumenta levemente (estado 2). Si se añade ADP el consumo 
de oxígeno aumenta (estado 3) hasta que se agota al convertirse todo en ATP (estado 4), y la 
velocidad de consumo vuelve al estado basal. El mantenimiento del Control Respiratorio 
depende de la integridad de la membrana mitocondrial y si se da alguna clase de daño en ella, se 
desacopla el transporte de electrones a la síntesis de ATP. Las mitocondrias que consumen la 
misma cantidad de oxígeno en estado 3 que en estado 4 están desacopladas (Rickwood y cois, 
1987).
Figura 2. Control Respiratorio Mitocondrial
0.6 r— —    ,
Glutamato
05
g 0 .4|
I  °3
w
I  02
0 1 2  3 4 5 6
Tiempo (minutos)
Se calcula que entre el 1 y el 2 % de los electrones transportados por la cadena de 
transporte electrónico en estado 4 no llegan al conplejo IV ,y producen reducciones parciales del 
oxígeno (Cadenas y cois., 1977; Frei, 1994). De esta forma se generan 0 2* y su producto de 
dismutación H20 2 (Boveris y cois., 1972). Se ha estimado que se producen del orden de 1010 
moléculas de 0 2‘* por célula y por día (Ames y cois., 1993).
Anaeróbico
 jL_: „¡ti j.
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Debido a las propiedades del oxígeno, su reducción tetravalente necesita la transferencia 
paso a paso de cuatro electrones al orbital antienlazante. El citocromo aa3 del complejo IV es 
capaz de mantener estrechamente unidas todas las especies parcialmente reducidas de oxígeno 
hasta que se completa la reducción a H20  (Benzi y Moretti, 1995). Sin embargo, otros 
elementos de la cadena de transporte electrónico pueden transferir un electrón directamente al 
0 2, pero no son capaces de retener el ion superóxido formado (Benzi y Moretti, 1995). Los 
procesos de formación de superóxido son una serie de reacciones no enzimáticas cuya velocidad 
aumenta linealmente con la concentración de oxígeno en el medio y con la reducción de los 
elementos redox de los complejos I y III (Skulachev, 1996). Las formas reducidas de los 
compuestos redox de la cadena de transporte pueden transferir directamente electrones al 0 2, 
pero no son capaces de retener las especies de oxígeno parcialmente reducidas (Benzi y Moretti, 
1995). Por el contrario, el citocromo a3 del complejo IV retiene fuertemente todos los 
intermediarios del oxígeno parcialmente reducido unidos a su centro activo, hasta que el 0 2 es 
reducido completamente a H20  por la transferencia de 4 electrones aportados por la cadena 
respiratoria y de cuatro protones (Benzi y Moretti, 1995). Por tanto, la citocromo c oxidasa no 
produce este radical y además, exhibe cierta actividad superóxido dismutasa (Markossian y cois, 
1978; Papa y cois, 1997).
La producción mitocondrialde-especies activadas de-oxigena aumenta cuando el-aporte 
de sustratos a la cadena respiratoria excede la demanda energética, es decir, en condiciones 
cercanas al estado 4. En estas condiciones, aumentan la presión parcial de 0 2 y el grado de 
reducción de los transportadores redox de los complejos I, II y III, con el incremento 
consiguientoen- la producción de-especies activadas de- oxigena (Skulachev, 1996); Puesto que 
se cree que las mitocondrias en las células se encuentran en un estado intermedio entre los 
estados 3 y 4 (Brand y Murphy, 1987), la generación de especies activadas de oxígeno por los 
complejos I y III puede ser de gran importancia a i el envejecimiento mitocondrial.
Experiencias in vi tro demuestran que- formas solubles de-la semiqumona son capaces de 
producir 0 2“* por autooxidación en medios oxigenados, por lo que se propuso que la 
ubisemiquinona mitocondrial era una de- las fuentes de ion superóxido (Cadenas y cois, 1977).
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Sin embargo, consideraciones termodinámicas descartan un papel directo de la dismutación de 
la ubisemiquinona a i la producción de- este- radical' in  vivo; porque- el ciclo redox de la 
ubiquinona tiene lugar enteramente en la fase apolar de la membrana, y en tales condiciones la 
autooxidación de las quinonas se ve desfavorecida (Benzi y Moretti, 1995). La ubisemiquinona, 
en cambio, podría estar implicada en la formación de HO# a partir de H2Q2 . Puesto que el 
peróxido de hidrógeno puede atravesar fácilmente las membranas biológicas puede entrar en 
contacto con la ubisemiquinona^yproducirse la reacción siguiente XBenzi y Moretti, 1995):
Q -+ H20 2-> Q +HO# + HO
1.3.2.2. Reacción de Fenton-Haber-Weiss.
Consiste en la reducción del H2O2  por iones de metales de transición, sobre todo el ion 
ferroso (Fe+2) y, en menor medida, el cuproso (Cu^) y otros iones. El peróxido de hidrógeno o 
agua oxigenada (H2O2) es una molécula relativamente estable en ausencia de catalizadores que 
promuevan su descomposición. Fenton descubrió {Fenton, 1894) que se .podían oxidar 
moléculas orgánicas por mezclas de peróxido de hidrógeno y Fe+2 (reactivo de Fenton). Fueron 
Haber y Weiss quienes dieron una primera explicación del mecanismo de reacción: el Fe+2 
reduce al H2O2, que a su vez se descompone en el radical hidroxilo y el ion hidroxilo (Haber y 
Weiss, 1932). Esto puede representarse como sigue:
H20 2 + Fe+2 -» HO* + HO' + Fe+3
Y en general,
ROOH + Fe+2 -► RO* +HO + Fe+3
Aunque esta reacción puede tener lugar con varios metales, el hierro parece ser el más 
importante en sistemas biológicos. El Fe+2 se oxida aJFe+3 con mucha facilidad, y  este es muy 
insoluble. Por ello, el hierro Ubre que pueda haber en los sistemas biológicos estará en muy 
pequeñas cantidades y en forma férrica_(Halliwell_y Gutteridge, 1986). Pero el ion férrico puede 
ser reducido por el ascorbato (Rawley y Halliwell, 1983; Sawyer, 1988) y por el radical
9
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superóxido (Frei, 1994), con lo que se genera un ciclo de producción continua de radicales 
hidroxilo:
Fe+3 + -> Fe+2 + 0 2
Fe+3 + AH--> Fe+2 + A -+ IT
El radical ascorbato (A-*) puede reducir a su vez diversos oxidantes, como el Fe+3.
Aún no ha podido explicarse claramente cómo los iones metálicos son capaces de actuar 
como catalizadores redox en sistemas biológicos en las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, es 
decir, la reducción del H2O2 catalizada por metales. Los procesos de captación y distribución del 
hierro y de los iones metálicos en general están muy finamente regulados en los mamíferos. Hay 
un gran número de proteínas de unión a metales (ferritina, transferrina, ceruloplasmina...) que 
actúan como reserva de iones metálicos y que, además, impiden que estos iones participen en 
reacciones redox (Halliwell, 1991; Rouault y Klausner, 1996).
1.3.2.3. El sistema hipoxantina/xantina oxidasa
La xantina deshidrogenasa es una metaloflavoenzima compleja que participa en el 
metabolismo de las purinas, oxidando la hipoxantina a xantina y esta a ácido úrico (figura 3). En 
su forma deshidrogenasa no produce especies activadas de oxígeno, ya que emplea el NAD+ 
como aceptor de electrones (Saugstad, 1990; Kinnula y cois, 1995), pero en condiciones de 
hipoxia (figura 4), por ejemplo en un proceso isquémico, la xantina deshidrogenasa sufre una 
conversión a xantina oxidasa, conversión que se debe a la acción de una proteasa activada con la 
hipoxia (Granger y cois, 1981). En su forma oxidasa, esta enzima emplea oxígeno molecular 
como aceptor de electrones (Radi y cois, 1992).
Figura 3. Esquema del Degradación de las purinas.
AMP -------- ► IMP ÁCIDO ÚRICO
▲
y |  Xantina
Adenosina  ► Inosina Deshidrogenasa
Xantina
y y Deshidrogenasa
Adenina  ► HIPOXANTINA  ► XANTINA
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Figura 4. Producción de 0 2‘* y H20 2 en la hipoxia / reoxigenación.
H IPO X IA REO X IG EN A CIÓ N
Hipoxantina Ácido Úrico
0 2 O2-/H2O2 0 2"/H20 2
El sistema hipoxantina / xantina oxidasa desempeña un papel importante en medicina 
debido a que produce especies activadas de oxigeno. En hipoxia, la xantina pasa a la forma 
oxidasa y, como no hay oxígeno disponible, la hipoxantina se va acumulando sin poder ser 
oxidada. Al producirse la reoxigenación toda la hipoxantina acumulada se oxida a xantina y 
ácido úrico, con lo que se generan grandes cantidades de 0 2 "* y H20 2 (Granger y cois, 1981; 
Saugstad, 1990).
1.3.2.4. Los sistemas de transporte electrónico del retículo endoplásmico.
Estos sistemas de membrana contienen los citocromos P43o y b5, que pueden oxidar 
ácidos grasos insaturados (Capdevila y cois., 1981) y xenobióticos (Chignell, 1979). Bajo la 
denominación de citocromos P450 se engloba un número muy elevado de proteínas con grupos 
hemo ampliamente distribuidas entre los seres vivos. Son los más poderosos oxidantes in vivo, 
aunque también pueden actuar como agentes reductores. Son monooxigenasas que actúan 
activando el oxígeno molecular a especies electrolíticas de oxígeno (bien radicales o bien 
generadoras a su vez de radicales) que pueden ser liberadas en la célula (Dolphin, 1988; Foster 
y Estabrook, 1993).
1.3.2.5. Fagocitos activados.
Los fagocitos activados (neutrófílos, monocitos, macrófagos, eosinófílos) poseen 
diversas enzimas que les permiten generar 0 2^  y H20 2 como uno de los mecanismos para matar 
microorganismos (Babior, 1978).
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1.3.2.6. Microsomas o peroxisomas.
Los microsomas o peroxisomas son una fuente importante de peróxido de hidrógeno. 
Poseen una concentración elevada de oxidasas, como la D-aminoácido oxidasa ,y la acil-CoA 
oxidasa, enzimas utilizadas en la degradación de ácidos grasos y amino ácidos, que producen 
peróxido de hidrógeno como producto de la reacción que catalizan (Boveris y cois, 1972). La 
catalasa peroxisomal metaboliza la mayor parte del peróxido de hidrógeno formado en ellos 
(Freeman y Crapo, 1982; Freí, 1994).Por otro lado, el citocromo P^ so tiene unpapel importante 
en los microsomas en la detoxifícación de xenobióticos (Philpot, 1991).
1.3.2.7. Diversas enzimas.
Enzimas citosólicos solubles como la aldehido oxidasa y la óxido nítrico sintasa, y 
enzimas unidos a la membrana plasmática, como la ljpooxigenasa y  la ciclooxigenasa, que 
participan en el metabohsmo del ácido araquidónico, generan radicales libres durante su ciclo de 
catálisis (Freeman y Crapo, 1982; Freí, 1994).
Un enzima de gran importancia en este estudio, es la monoamino oxidasa (MAO). 
Cataliza la conversión de noradrenalina a 3,4-dihidroxifenilglicoaldehido, es decir, interviene en 
la vía de eliminación de los neurotransmisores dopamina y adrenalina. En esta una deaminación 
oxidativa se genera peróxido de hidrógeno comoproductopor lo que se considera a este enzima 
como fuente de ROS. Además, el 3,4-dihidroxifenilglicoaldehido puede oxidarse de nuevo por 
medio de la actividad aldehido deshidrogenasa que da también como producto de su reacción 
ROS. Por ello, está documentado que este enzima es una de las vías principales de generación 
de radicales libres en el cerebro.
1.3.2.8. Oxidación de moléculas por el oxígeno.
Muchas moléculas del cuejpo reaccionan directamente con el oxígeno, siendo el 
superóxido el principal radical formado (Halliwell, 1994). Algunas de estas moléculas son la 
dopamina, la adrenalina y los tetrahidrofolatos (Fridovich, 1986).
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2. Teoría del estrés oxidativo
El estrés oxidativo se define como una alteración del equilibrio entre las especies pro­
oxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies, 1986). La formación de cierta tasa 
de radicales libres es un proceso normal e inevitable (Slater,1984), ya que son producto de 
infinidad de reacciones químicas imprescindibles para la vida celular. Estas especies tan 
reactivas, no causan daño oxidativo en condiciones normales debido a que la célula está provista 
de gran cantidad de mecanismos antioxidantes. Sin embargo, cuando la capacidad de los 
mecanismos antioxidante se ve superada por las agresiones oxidativas, nos encontramos ante un 
estrés oxidativo (figura 5). En estas circunstánceas, para paliar el daño que los pro-oxidantes 
pueden causar en el organismo, está indicado protegerlo incrementando su capacidad 
antioxidante. Uno de los modos en que se puede conseguir esto, consiste en la administración de 
antioxidantes bien como fármacos, bien como complemento dietético (Ames, 1983).
Figura 5. Desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes: Estrés Oxidativo
AWTfOXIDAIMTES OXIDANTES
2.1. Estrés oxidativo y daño a biomoléculas
2.1.1. Daño oxidativo a lípidos.
De los principales tipos de biomoléculas, los lípidos, y sobre todo los ácidos grasos 
poliinsaturados, son los más susceptibles de ser atacados por radicales libres (Cheeseman y
13
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Slater, 1993). Los radicales libres que pueden iniciar esta reacción son: el radical hidroxilo 
(HO*), el peróxido (ROO*), el alcóxido (RO*) y el alquílico (R*).
El proceso de ataque oxidativo a los lípidos (figura 4), denominado peroxidación 
lipídica, comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena alifática de un ácido 
graso, se desprende un átomo de hidrógeno, y se forma un radical alquílico (Frei, 1994; 
Halliwell, 1994). Esta reacción se produce preferentemente en los carbonos contiguos a enlaces 
dobles de los ácidos grasos poliinsaturados^ya que los radicales formados se pueden estabilizar 
por resonancia con el enlace doble. Este radical centrado en un átomo de carbono reacciona con 
el 0 2 y forma un radical peróxido, R-COO* (figura 4B). Los radicales peróxido pueden 
reaccionar con cadenas laterales de otros ácidos grasos poliinsaturados adyacentes (figura 4C), 
se forma un radical alquílico (R’-CH*)y unperóxido lipídico (R-COOH), con lo que se propaga 
la reacción en cadena radicalaria (Halliwell, 1994).
Figura 6. Mecanismo de peroxidación lipídica
A) Ataque oxidativo a un ácido graso insaturado.
X*
H  531
'  f  H -  r H —OH* — OH—ICH— CH- CH—CH= CH — C =  CH-C   C =CH
/  y  /  X
CH* —CH= CH“ CH=CH CH= CH- CH= CH~ CH*
B) Formación de un radical peróxido, COO*.
0 2
0- 0*
I
-C H * -  — ► ~  C H -
C) Propagación de la reacción.
0-0* O-OH
i i
R-CH- + R’-CH2-  — 3 -  R-CH- + R’-CH'-
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De esta manera, un solo ataque p>or un radical libre da lugar a la formación de un gran 
número de productos de oxidación, sobre todo aldehidos como malondialdehído y 4- 
hidroxinonenal, e hidrocarburos de cadena corta como etanoy.pentano (Freeman y  Crapo, 1982; 
Halliwell, 1991; Cheeseman y Slater, 1993; Halliwell, 1994). Muchos de los aldehidos 
formados reaccionan rápidamente con los componentes celulares, con lo que causan mutaciones 
en el DNA, y producen daños estructurales y funcionales al reaccionar con proteínas (Frei,
1994). La peroxidación lipídica se considera como un factor muy importante en el 
envejecimiento de células aeróbicas (Lippman, 1985). El daño oxidativo a los lípidos de 
membrana constituye, muy probablemente, un factor importante en la disminución de la fluidez 
de las membranas. (Shigenaga y cois, 1994).
2.1.2. Daño oxidativo a proteínas.
Todos los aminoácidos presentes en las proteínas tienen residuos susceptibles de ser 
atacados por los radicales libres, sobre todo j)or el radical hidroxilo a los grupos carbonilos 
(Stadman, 1992). Dentro de los aminoácidos fisiológicos, la tirosina, la fenilalanina, el 
triptófano, la histidina, la metioninay la cisterna son los que más^procesos oxidativos sufren 
(Davies, 1987). Esta oxidación puede dar lugar a un cambio conformacional de la proteína y, 
por tanto, a una pérdida o modificación de su función biológica. En condiciones anaeróbicas, los 
radicales libres promueven un entrecruzamiento considerable entre proteínas, mientras que en 
presencia de oxígeno los radicales libres ^ provocan una _gran fragmentación de la cadena 
peptídica (Stadman, 1992).
Otro mecanismo muy importante de oxidación de proteínas son los llamados "Sistemas 
de oxidación de función mixta” o "Sistemas de oxidación catalizada por metal", que poseen 
como dianas más comunes los residuos de arginina, histidina, lisina, prolina y cisterna (Stadman 
y cois., 1992). Estos sistemas catalizan una serie de reacciones acopladas, enzimáticas o no, que 
implican la reducción del O2 a H20 2 y del Fe3+ a Fe2+ (Fucci y cois., 1993; Amicci y cois.,
1989). En la tabla 3 se resumen los sistemas fisiológicamente más importantes que producen la 
oxidación de proteínas.
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Se ha propuesto que la oxidación de enzimas mediada por radicales libres, es un paso de 
mareaje dentro del recambio proteico (Stadtman, 1992), lo que se ve confirmado por las 
siguientes observaciones:
• Muchas proteasas comunes degradan proteínas oxidadas más oxidadas que las 
fromas no oxidadas (Davies y cois., 1987).
• La mayoría de los tejidos animales poseen una proteasa alcalina neutra que degrada 
las formas oxidadas de los enzimas, .pero que apenas tiene actividad sobre las 
formas no oxidadas (Rivett, 1985).
• La degradación in vivo de proteínas endógenas en mitocondrias de hígado y corazón 
y en eritrocitos se ve estimulada por la adición de sistemas generadores de radicales 
libres (Davies y Lin, 1988).
• La exposición in vitro de proteínas purificadas a radicales libres aumenta su 
susceptibilidad a la degradación por proteasas no dependientes de 5'-trifosfatos 
(Davies, 1987).
La acumulación de proteínas dañadas con el envejecimiento podría deberse a un 
aumento con la edad de la velocidad -de oxidación -de las mismas o a una disminución de la 
capacidad de degradar estas proteínas o ambos a la vez (Stadtman, 1992).
Tabla 3. Sistemas más importantes quejjeneran la oxidación deproteínas.
EN Z11M ATICOS
NAD(P)H oxidasas/NAD(P)H/Fe(III)/02 
Xantina oxidasa/Hipoxantina/Fe(IÍI)/02
(III)/02
’itocromo P.
scorbato/F e(III)/C2 
«SH/FeaiI)/02 
Fe(II)/02
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2.3. Daño oxidativo al DNA.
El DNA también es susceptible de daño oxidativo en todos sus componentes. Se sabe 
que el oxígeno es capaz de adicionarse a las bases o al azúcar del DNA formándose radical 
peroxil. Las posteriores reacciones de estas especies radicalarias en el DNA dan lugar a un gran 
número de productos. El número de bases modificadas diferentes encontradas en el DNA tras un 
ataque oxidativo, supera la veintena. La alteración de este tipo que se observa con más 
frecuencia es la 8-hidroxi-2' deoxiguanosina (oxo8dG). Su importancia reside en su poder 
mutagénico ya que durante la replicación producirá transversiones G-T (Kasai y Nishimura, 
1984; Shibutani y cois., 1992).
El daño oxidativo asociado a proteínas y al DNA no debe ser considerados de manera 
independiente. La acumulación de formas inactivas de enzimas reparadores puede aumentar la 
acumulación de daño oxidativo a i el DNA, por lo que se pueden potenciar uno a otro. Cuando 
la replicación del DNA dañado tiene lugar antes de la reparación o cuando un DNA dañado se 
repara de manera incorrecta, tiene lugar una mutación (Halliwell y Auroma, 1991; Breen y 
Murphy, 1995). Por ello, las lesiones oxidativas al DNA parecen estar implicadas no sólo en el 
envejecimiento celular, sino también en la patogénesis de las enfermedades asociadas a la edad 
avanzada. El DNA dañado es reparado por enzimas que cortan la parte afectada, que es entonces 
excretada por la orina (Ames y cois, 1993). Puesto que las enzimas reparadoras no llegan a 
eliminar todas las lesiones se acumulan, con lo que el número de mutaciones aumenta con la 
edad (Ames y cois, 1993).
El daño al DNA por radicales libres puede ocurrir de dos modos principales:
• Reacción con los residuos desoxirribosa.
• Reacción con las bases del DNA.
Cuando un radical libre ataca a una desoxirribosa del DNA, generalmente produce una 
ruptura de la hebra. Sin embargo, la hebra intacta puede mantener juntos los dos extremos de la 
hebra dañada hasta que actúen las enzimas reparadoras, por lo que este tipo de daño no es
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usualmente crítico para la célula a no ser que haya una rotura cercana en las dos cadenas (Breen 
y Murphy, 1995).
La adición a las bases del DNA es más habitual que la ruptura de las cadenas, y da lugar 
a una gran variedad de productos derivados. Elprincipal modo de reacción consiste en la 
adición a los carbonos C-5 y C-6 de las pirimidinas y C-4 y C-8 de las purinas (Breen y 
Murphy, 1995). El resultado del ata_que a estos carbonos de lasj>urinas_y pirimidinas es un 
conjunto de formas radicales de las bases, las cuales sufren diversas reacciones hasta obtener 
productos finales muy variados. Enpresencia de oxigeno, los aductos de purinas con radicales 
libres pueden sufrir en ciertos casos una reconversión a la purina inicial (Breen y Murphy,
1995). La oxidación de la desoxiguanosina a 8-oxqguanosina es una de las lesiones más 
frecuentes, y reviste gran importancia por su alto efecto mutagénico (Shibutani y cois, 1992).
El DNA mitocondrial sufre mucho más daño oxidativo que el DNA nuclear (Richter_y 
cois, 1988). El genoma mitocondrial presenta ciertos rasgos que le hacen especialmente 
susceptible de ser atacado por agentes oxidantes: carece de histonas_quepuedan recibir el ataque 
en lugar del DNA; el sistema de reparación no es tan sofisticado como en el caso del DNA 
nuclear; y,^por último, se encuentra muy cerca de la cadena de transporte mitocondrial, uno de 
los sistemas principales de producción de especies activadas de oxígeno. Además, el DNA 
mitocondrial no posee mirones, de manera pue la modificación de cualquier base afecta 
usualmente a una zona de DNA codificante (Linnane y cois, 1989; Ames y cois, 1993).
4.4.4. Daño oxidativo ajjlúcidos.
Los glúcidos reaccionan con facilidad con los radicales hidroxilo. Por ello, se ha 
observado que diversos polisacáridos actúan como agentes protectores celulares iAlbertini y 
cois, 1996). El daño oxidativo a los glúcidos reviste importancia cuando se trata de 
polisacáridos de función estructural, va que da lugar aprocesos degenerativos. Un caso especial 
es el del ácido hialurónico, que es la base de los proteoglicanos y que mantiene la viscosidad del 
fluido sinovial. La exposición a agentes oxidantesprovoca su fragmentación, lo que conduce a 
la desestabilización del tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del fluido sinovial, como es 
el caso de la artritis reumatoide (Greenwaldjr Moy, 1980; GrootvelcLy cois, 1991).
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2.2. Indicadores de estrés oxidativo.
Dada la importancia del daño que el estrés oxidativo puede producir en las células y en 
el organismo, en los últimos años se ha intentado encontrar índices que nos permitan medirlo. 
Entre los indicadores propuestos, los más relevantes son el cociente GSSG/GSH como indicador 
de daño oxidativo en el citosol, el malondialdehído y el hidroxinonenal como indicadores de 
daño a los lípidos, 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina que es un índice de daño oxidativo en el DNA, 
pentano y etano también como índices de lipoperoxidación lipídica, grupos carbonilo en 
proteínas y 2-oxohistidina como daño en proteínas (Hageman y cois., 1992).
2.2.1. Cociente GSSG/GSH.
El glutatión (y-glutamil cisteinil glicina) es un tripéptido que desempeña diversas
funciones metabólicas de gran importancia, sobre todo relacionadas con la protección 
antioxidante de las células (Viña, 1990). El grupo activo es el sulfhidrilo del residuo de cisterna, 
por lo que el glutatión puede ejercer su papel protector cuando se presenta en su forma reducida 
(GSH). Dos moléculas de GSH pueden oxidarse cediendo un electrón cada una y combinándose 
entre sí dando lugar la forma disulfuro (GSSG). Por ello, un indicador característico de estrés 
oxidativo es el aumento de la concentración de glutatión oxidado con la consiguiente alteración 
del estado redox del glutatión, aumentando el cociente GSSG/GSH (Sies, 1986).Sin embargo, 
existen problemas metodológicos importantes en la determinación correcta del GSSG. En 
condiciones fisiológicas, los niveles de GSH son de dos a tres órdenes de magnitud mayores que 
los de GSSG (Kosower y Kosower, 1978). Además, el GSH se autooxida con facilidad a GSSG, 
sobre todo a pH neutro ( Viña y cois, 1978; Asensi y cois, 1994). Esto hace que una pequeña 
oxidación del GSH suponga un aumento muy importante del GSSG, con el consiguiente error al 
determinar el índice GSSG/GSH. Al bloquear el grupo tiol del GSH con N-etilmaleimida 
inmediatamente después de la extracción, se consigue evitar las oxidaciones producidas por la 
manipulación de la muestra previas al anáfisis del GSSG por H.P.L.C. (Asensi y cois, 1994).
2.2.2. Malondialdehído e hidroxinonenal.
La degradación de los lipoperóxidos da lugar a la formación de una gran variedad de 
aldehidos. Los indicadores de daño oxidativo a lípidos más empleados son el malondialdehído y
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el 4-hidroxinonenal. Se han descrito varios métodos para la determinación de malondialdehído 
(Bird y Draper, 1984; Esterbauer y cois, 1991). La mayoría son poco específicos, ya que utilizan 
el ácido tiobarbitúrico como reactivo y éste reacciona con todos los aldehidos de la muestra. 
Estos métodos se han mejorado gracias a la separación, por cromatografía líquida de alta 
resolución, del aducto malondialdehído-ácido tiobarbitúrico de otras sustancias que puedan 
interferir en la determinación (Knight y cois, 1988). El 4-hidroxinonenal es un producto muy 
abundante de la peroxidación lipídica. Las técnicas convencionales de cuantifícación incluyen la 
derivatización de la muestra con dinitrofenilhidracina para formar un aducto estable y no volátil 
con el aldehido, y una cromatografía por H.P.L.C. para separar y cuantifícar el pico 
correspondiente al 4-hidroxinonenal (Esterbauer y Zollner, 1989).
2.2.3.8-hidroxi-2’-desoxiguanosina
Una de las bases modificadas cuyo contenido aumenta en el DNA tras un estrés 
oxidativo es la 8-hidroxiguanina (Kasai y cois, 1986). Esta lesión puede repararse por una 
glicosilasa, que elimina la base nitrogenada (8-hidroxiguanina), o por una endonucleasa, que 
elimina el nucleósido (8-hidroxi-2’-desoxiguanosina) (Tchou y Grollman, 1993); ambas se 
eliminan por la orina. La cantidad del nucleósido 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina en órganos o en 
orina se utiliza como índice del daño oxidativo al DNA in vivo (Fraga y cois, 1990). Se prefiere 
la detección del nucleósido y no de la base, porque la excreción de la base oxidada en orina está 
muy influenciada por la ingesta. En la mayoría de los laboratorios donde se determina 
cuantitativamente esta molécula, se emplea H.P.L.C. con detección electroquímica, sin embargo 
también puede determinarse por espectroscopia de masas.
2.2.4. Pentano y etano.
El etano y el pentano son dos hidrocarburos de cadena corta que se forman como 
productos terminales en la lipoperoxidación de los ácidos grasos poliinsaturados co-3 y co-6 
(Dumelin y Tappel, 1977). Debido a su volatilidad, se eliminan por vía pulmonar y se pueden 
identificar por cromatografía de gases. Al ser una técnica no invasiva, la cuantifícación de estos 
alcanos se ha empleado mucho en seres humanos como índice de peroxidación lipídica (Wispe y 
cois, 1985; Wispe y cois, 1986).
20
Introducción
2.2.5. Grupos carbonilos en proteínas.
Los métodos para la detección de los grupos carbonilo producidos en las proteínas por 
el estrés oxidativo se pueden agrupar a i dos: mareaje con borohidruro de sodio tritiado, y 
reacción con fenilhidrazinas (Lewisch y Levine, 1995). El método más empleado se basa en la 
reactividad de la 2,4-dimtrofenilhidrazina con los ^grupos carbonilo para formar 2,4- 
dinitrofenilhidrazona, que se cuantifica mediante espectrofotometría (Oliver y cois, 1987; 
Lewisch y Levine, 1995).
2.2.6.2-oxohistidina.
La histidina es uno de los aminoácidos más vulnerables al ataque oxidativo. Uno de los 
productos de la oxidación de la histidina es la asparragina (Amici y cois, 1989; Stadtman, 
1990), pero esta no resulta un marcador apropiado debido a que aparece de manera natural en 
las proteínas, y además se hidroliza a aspartato con facilidad en medio ácido (Uchida y 
Kawakishi, 1993). La oxidación del carbono 2 del imidazol de la histidina da lugar a la 
formación de 2-oxohistidina, que se ha empleado como indicador del daño oxidativo a las 
proteínas (Lewisch y Levine, 1995).
3. Antioxidantes
El organismo posee una serie de sistemas de naturaleza enzimática y no enzimática 
diseñados para protegerse de la acción de los radicales libres j)or él generados: se denominan 
antioxidantes. Halliwell en 1995 definió antioxidante como "cualquier sustancia que, cuando 
está presente en bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye 
significativamente o inhibe la oxidación de este sustrato” (Halliwell, 1995; Halliwell, 1996; 
Sies, 1993).
Pueden actuar de las siguientes formas:
a) previniendo la formación de ROS
b) interceptando el ataque de ROS,
c) secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas menos reactivas
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d) amplificando la resistencia de las dianas biológicas sensibles al ataque de ROS;
e) facilitando la reparación del daño causado por ROS y, por último
f) manteniendo un ambiente favorablejjara la actuación de otros antioxidantes.
Bajo el punto de vista de la fisiología celular, los podemos dividir en antioxidantes 
primarios, secundarios y terciarios. Los antioxidantes primarios ^previenen la formación de 
nuevas especies de radicales libres. Estos antioxidantes actúan por conversión de los radicales 
libres existentes en moléculas menos dañinas,, o impidiendo su formación desde otras 
moléculas. Dentro de este grupo se incluye a la superóxido dismutasa, la glutatión peroxidasa, la 
catalasa y las proteínas limadoras de metales (ferritina _y cerulqplasmina) üue limitan la 
disponibilidad de hierro necesario para la formación del radical OH* (Gutteridge y Stocks, 1981; 
Halliwell y Gutteridge, 1989).
Los antioxidantes secundarios son protectores no enzimáticos o captadores de radicales 
libres que intervienen cuando hay superproducción de radicales libres y los sistemas 
enzimáticos están desbordados, previniendo así las reacciones en cadena. Se incluye el 
glutatión, la vitamina E, vitamina C, ácido úrico, bilirrubina y albúmina (Halliwell y Gutteridge,
1990).
Los antioxidantes terciarios reparan biomoléculas dañadas por los radicales libres. Entre 
ellos se encuentran los sistemas .proteolíticos intracelulares, que actúan degradando proteínas 
dañadas oxidativamente, evitando de este modo su acumulación (Davies, 1986; Pacifi y cois., 
1989; PacifLy Davies, 1990). También podemos destacar las enzimas reparadoras de DNA, la 
metionina sulfóxido reductasa y la fosfolipasa A2 que corta los fosfolípidos oxidados de la 
membrana (Demple y Halbrook, 1983; Sevanian y Kim, 1985; Dizdaroglu, 1993).
Otra forma de clasificar a los antioxidantes, muy utilizada en la literatura, es desde un 
punto de vista bioquímico. Así, podríamos clasificarlos en antioxidantes enzimáticos y 
antioxidantes no enzimáticos.
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3.1. Antioxidantes enzimáticos
3.1.1. Superóxido dismutasa
La superóxido dismutasa (SOD) cataliza la reacción que transforma el radical 
superóxido en peróxido de hidrógeno, constituyendo el primer medio natural de defensa ( 
McCord y cois., 1974; Fridovich, 1978; Summers y cois., 1989). Su actividad fue descrita por 
primera vez por McCord y Fridovich en 1969 (McCord y Fridovich, 1969). En realidad, bajo 
este nombre se incluye a una familia enzimática ampliamente distribuida en la Naturaleza, 
presente en todas las células que utilizan en su metabolismo el oxígeno, e incluso en algunas 
bacterias anaeróbicas estrictas y facultativas (Hassan, 1989).
SOD
<V' + <V + 2H"------------------ ^  H2C>2 + Qz
Hay descritas cuatro formas diferentes de superóxido dismutasas (Fridovich, 1974), 
según el grupo prostético metálico ligado al enzima. Una que contiene cobre y zinc (Cu-Zn 
SOD), que se encuentra mayoritariamente en el citosol y en el espacio intermembranoso 
mitocondrial, aunque también tiene otras localizaciones (ver tabla 4). Otras dos superóxido 
dismutasas contienen manganeso (Mn SOD), una de las cuales se encuentra en la matriz 
mitocondrial (Weisger y Fridovich, 1973; McCord y cois., 1977; Kinnula y cois., 1995) y en el 
citosol (McCord y cois., 1977; Fridovich, 1983; Parkery y cois., 1984), y la otra aislada en 
bacterias tales como Escherichia coli y Streptococcus mutans (Vanee y cois., 1972). El cuarto 
tipo contiene hierro y se ha encontrado en Escherichia coli (Yost y Fridovich, 1973). 
Recientemente, se ha encontrado algunas SODs atípicas que contienen diferentes 
combinaciones de estos metales o de otros en su grupo prostético (Parker y cois., 1984; Duke y 
Salin, 1985; Barkley y Gregory, 1990; Ciriolo y cois., 1994).
El radical superóxido es inestable en un medio acuoso y espontáneamente se dismuta. 
Sin embargo, la velocidad de dismutación no enzimática es relativamente baja (a pH fisiológico, 
la velocidad de dismutación espontánea está alrededor 2x105 M 'V1). La catálisis de la 
superóxido dismutasa incrementa esta velocidad del orden de 10.000 veces (Fridovich, 1974).
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Como antioxidante primario, la actividad superóxido dismutasa cumple un papel fundamental 
en la defensa antioxidante ya que es una de las primeras líneas de defensa. Ha de tenerse en 
cuenta que aproximadamente, del 1 al 2% del oxígeno que consume la mitocondria en el estado 
4 respiratorio, se transforma en la cadena de transporte electrónico, en radical superóxido 
(Boveris y Chance, 1973).
Tabla 4. Diferentes localizaciones celulares de la Cu-Zn SOD
CITOSOL McCord 1979; Fridovich, 1983; Bannister y 
cois., 1987; Ishikawa, 1995.
LISOSOMAS Geller y Winge, 1982
MITOCONDRIAS McCord, 1979; Steeinman, 1982; 
Fridovich,1983.
NÚCLEOS Patton y cois, 1980; Yusa y cois, 1984.
PEROXISOMAS Keller y cois., 1991; Crapo y cois., 1992; 
Dhausi y cois., 1992; Wanders y Denis,
1992.
EXTRACELULAR Fridovich, 1995.
3.1.2. Glutatión peroxidasa
La glutatión peroxidasa (Gpx) es también un antioxidante primario. Convierte el 
peróxido de hidrógeno y los peróxidos de lípidos en moléculas inofensivas (Chance y cois., 
1979). Hay dos tipos de glutatión peroxidasa, y ambas requieren glutatión reducido como dador 
de equivalentes reductores:
• Glutatión peroxidasa selenio dependiente: es una protema tetramérica, con cuatro átomos de 
selenio, que cataliza la reducción de peróxido de hidrógeno y peróxidos orgánicos (Ketterer, 
1986). Su centro activo contiene una cisterna en la que el azufre ha sido sustituido por
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selenio (Forstrom y cois, 1978). Su actividad se ve miiy afectada por el contenido en selenio 
de la dieta (Ketterer, 1986).
H20 2 + 2 GSH -> 2 H20  + GSSG 
ROOH + 2 GSH -> ROH + H20  + GSSG 
• Glutatión peroxidasa no selenio dependiente: sólo tiene actividad frente a peróxidos 
orgánicos (Ketterer, 1986).
La mayor parte de la actividad glutatión peroxidasa se encuentra en el citosol, aunque 
también está presente en la matriz mitocondrial (Ketterer, 1986).
3.1.3. Catalasa
La catalasa participa en la eliminación del peróxido de hidrógeno, dando lugar a agua y 
a una molécula de oxígeno (Chance y cois., 1979).
Catalasa
2 H20 2 ---------------- ^  .2 H 2O ■+■ 0 2
También es capaz de catalizar ciertas reacciones de peroxidación en presencia de H2O2, 
actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos ,y ácidos orgánicos como sustratos (Halliwell y 
Gutteridge, 1989).
Catalasa
2 H20 2+ AH2  ► 2 H20  + A
La catalasa se halla principalmente en los peroxisomas (Tolbert y Essner, 1981), si bien 
en años recientes se ha descrito cierta actividad catalasa también en mitocondrias y citosol 
(Erikson y cois., 1992; Prassad y cois., 1994).
3.2. Antioxidantes no enzimáticos
3.2.1. £1 glutatión
Es el tiol no proteico más abundante en las células de mamíferos. Fue descubierto por 
Hopkins en 1921 y está constituido por 3 aminoácidos: ácido glutámico, cisterna y glicina. Su 
estructura le confiere ciertas características que hacen que el glutatión tenga una funcionalidad 
amplia e importante en la célula. El .glutatión se puede encontrar en 2 formas según su estado de 
óxido-reducción: como GSH o glutatión reducido, o como GSSG o glutatión oxidado que está 
compuesto por 2 moléculas de GSH unidas_por unpuente disulfuro entre las cisternas. Por otra
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parte, el sistema glutatión -  glutatión peroxidasa -  glutatión reductasa es uno de los principales 
mecanismos protectores de la célula frente a las oxidaciones.
El GSH desempeña numerosas e importantes funciones metabólicas (Viña, 1990), una 
de ellas es la de proteger a la célula contra los radicales libres, los peróxidos y otros compuestos 
tóxicos, así como proteger frente al efecto nocivo de las radiaciones.
3.2.I.I. Estructura química del glutatión
Muchas de las funciones fisiológicas que desempeña el GSH se deben a 2 características 
de su estructura química (figura 7):
• el grupo tiol (-SH) de la cisterna, que es el que interviene en las reacciones redox del 
glutatión,
• el enlace y - glutamilo que le hace resistente a la degradación por peptidasas celulares. Este 
enlace sólo es hidrolizable por la enzima y - glutamil transpeptidasa situada en la membrana 
celular (Viña y cois., 1992).
Figura 7. Estructura química del glutatión
— CH - - CH? CHf — C — NH— CH-
I 1
CGO CH-
-NH — CHa— COO'
rGlu
»W
Cys
J L .
GJy
3.2.1.2. Propiedades físico — químicas del glutatión
El glutatión puede intervenir en 3 reacciones redox (Kosower y Kosower, 1978):
1. El GSH reacciona con un radical libre formándose el radical GS*. Este radical es estable y 
persiste hasta encontrar otro radical y formar una molécula de GSSG.
GSH + R* ->RH + GS#
2GS* GSSG
2. Intercambio tiol -  disulfuro
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R S + G S S G ^ R S S G  + GS
3. Oxidación dieléctrica a través de la formación de un intermediario, seguida por la sustitución 
de una molécula adecuada. Este mecanismo es uno de los empleados para deplecionar GSH 
de forma no enzimática:
RS+G SI-»R SSG  + I'
3.2.1.3. Síntesis y degradación del glutatión: ciclo del y-glutamilo
El conjunto de las seis reacciones que participan en la síntesis y degradación del 
glutatión constituye el llamado ciclo del y-glutamilo (figura 8) (Meister y Anderson, 1983). 
Figura 8. Ciclo del y-glutamilo
AA GSH
Gly
y-Glu-Cys
y-Glu-AA
Cys
AA
5-oxoprolina ♦ Glu
Enzimas del ciclo: (1), y-glutamilcisteína sintetasa; (2), glutatión sintetasa; (3), y-glutamil transpeptidasa; (4), y- 
glutamil ciclotransferasa; (5), oxoprolinasa; (6), dipeptidasa; AA: aminoácido.
En la síntesis de GSH intervienen dos enzimas. La primera es la y-glutamilcisteína 
sintetasa (figura 8, reacción 1), que da lugar a la y-glutamilcisteína a partir de L-glutámico y L- 
cisteína. En situaciones fisiológicas, el paso limitante para la síntesis de GSH es la 
disponibilidad de cisterna (Tateishi y cois, 1974; Tateishi y cois, 1977). La síntesis de glutatión 
está regulada por retroalimentación, ya que el GSH inhibe la y-glutamilcisteína sintetasa
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(Richman y Meister, 1975). El segundojjaso de la síntesis de GSH (figura 8, reacción 2) está 
catalizado por la glutatión sintetasa, que une una glicina a la y-glutamil cisterna.
El catabolismo del glutatión lo inicia la j:glutamil transpeptidasa, que cataliza dos tipos 
de reacciones: a) transpeptidación, en la que la parte y-glutamilo se transfiere a un aceptor, que 
puede ser el mismo GSH; b) hidrólisis, en la que se hidroliza el enlace y-glutamilo. Los 
sustratos son GSH, GSSG, GSH S-sustituido y otros compuestos del y-glutamilo (Meister y 
Anderson, 1983).
La actividad y-glutamil transpeptidasa se localiza en la superficie externa de las células 
(Meister y Anderson, 1983). Cuando el GSH interacciona con la membrana, la y-glutamil 
transpeptidasa forma un y-glutamil aminoácido, que entra al interior de la célula. La y-glutamil 
ciclotransferasa (figura 8, reacción 4) hidroliza el j^glutamil aminoácido, liberando el 
aminoácido y 5-oxo-L-prolina (Meister y Anderson, 1983). La oxoprolinasa (figura 8, reacción 
5) cataliza la hidrólisis dependiente de ATP de la oxqprolina, liberando ^glutamato. Una 
dipeptidasa (figura 8, reacción 6) hidroliza la cisteinilglicina formada por la y-glutamil 
transpeptidasa (Meister y Anderson, 1983).
3.2.I.4. Funciones fisiológicas del GSH
Una función fundamental del GSH^en la célula es su intervención en la síntesis del 
DNA. En este proceso se requiere la reducción de ribonucleótidos para formar 
desoxirribonucleótidos, reacción catalizada j>or la ribonucleótido reductasa. En esta reacción 
debe intervenir un donante de hidrógeno que puede ser la tiorredoxina (Reichaart y Theelander,
1979) o la glutarredoxina (Holmgren, 1979), la cual es dependiente de GSH.
Otra función del GSH no menos importante que la anterior, es su papel protector frente 
al estrés oxidativo. Es uno de los antoxidantes más abundantes de la célula, y por lo tanto una 
primera barrera de protección frente al estrés oxidativo (Sies, 1986). El GSH protege a la 
membrana celular contra el daño oxidativo ya  qe mantiene el estatus tiólico de la misma 
(Kosower y Kosower, 1983). El GSH puede excretarse también de las células y actuar como 
mecanismo de emergencia frente al daño que un exceso de GSSG puede causar, ya que el GSSG
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reacciona con los grupos tioles de proteínas formando disulfiiros mixtos (Beuttler, 1983; 
Ishikawa, 1989).
También participa en la regulación de la síntesis de proteínas. Cuando el GSH se oxida 
los procesos de iniciación y elongación de la traducción se inhiben (Zehavi-Willner y cois., 
1970; Ochoa, 1983). Cuando el GSSG se reduce la elongación se reanuda y parece que es un 
aumento en la concentración de GSSG lo que hace que la síntesis proteica se inhiba.
Otras funciones del GSH son: detoxifícación de xenobióticos (Orrenius y Moldeus, 
1984), captación de aminoácidos en algunos tejidos (Viña y cois., 1989), reservorio de cisterna 
(Tateishi y cois., 1974), modulación de actividades enzimáticas (Pajares y cois., 1992a; 1992b) 
homeostasis del calcio (Bellomo y cois., 1982) y regulación de la proliferación celular (Terrádez 
y cois., 1993).
3.2.1.5. Papel antioxidante del glutatión: ciclo redox
El GSH puede reaccionar directamente con los radicales übres, sin intervención 
enzimática alguna y detoxifícarlos, o bien puede reducir los peróxidos formados por medio de la 
glutatión peroxidasa, enzima clave del ciclo redox del glutatión (figura 9).
Figura 9. Ciclo Redox del glutatión.
ROOH GSH Glucosa 6-PNADP
Gutatión
peroxidasa
Gutatión 
reducías a
Gucosa 6-P 
deshidrogenasa
GSSG NABPH 6-P GuconatoROH
Cuando se da una agresión oxidativa, el GSH se oxida a GSSG el cual es 
inmediatamente reducido a GSH por medio del enzima ^ glutatión reductasa. La glutatión 
reductasa cataliza la reducción del GSSG en GSH, utilizando el NADPH como cofactor, que 
será suministrado por la glucosa 6- fosfato deshidrogenasa. Tanto la glutatión peroxidasa como 
la glutatión reductasa se hallan predominantemente en el citosol, aunque también existe 
actividad en la mitocondria (Orrenius y Sies, 1982).
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3.2.2. Vitamina C
Se considera como uno de los más poderosos y quizá el menos tóxico de los 
antioxidantes naturales (ver estructura química en figura 10) (Bendich y cois., 1986). Es soluble 
en agua y se encuentra en concentraciones elevadas en muchos tejidos, el plasma contiene 
alrededor de 60 pmol/L. Las plantas y la mayoría de los animales pueden sintetizarla a partir de 
la glucosa, pero los humanos, otros primates superiores y los cobayas no poseen uno de los 
enzimas imprescindibles para su síntesis, teniendo que ser incorporada con la dieta.
Figura 10. Estructura química de la Vitamina C (ácido ascórbico).
Cuando reacciona con ROS se oxida a dihidroascorbato que se recicla a ácido ascórbico 
por el enzima dihidroascorbato reductasa. Por ello, el dihidroascorbato se encuentra en 
concentraciones mucho más bajas que el ascorbato. Esta vitamina es efectiva contra el radical 
anión superóxido, el peróxido de hidrógeno, el radical hidroxilo y el oxígeno singlete. En 
solución acuosa también puede reaccionar con especies de nitrógeno reactivas, previniendo la 
nitración de moléculas diana.
La vitamina C es una molécula que posee tanto propiedades antioxidantes como 
prooxidantes, dependiendo de la concentración de hierro tisular (Frei, 1994), aunque no ha 
podido demostrarse su efecto prooxidante in vivo. Cuando la cantidad es baja, ejerce un efecto 
antioxidante, uniéndose al radical superóxido o hidroxilo y formando radical 
semihidroascorbato, que posteriormente es reducido por el glutatión (figura 11). Sin embargo, 
en condiciones de alta concentración tisular de hierro, el ácido ascórbico es capaz de catalizar la 
reacción de Fenton y por lo tanto, generar ion ferroso, que a su vez facilita la producción de 
radical hidroxilo mediante la reacción de Haber-Weiss.
OH
HO OH
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Figura 11. Relación entre el Glutatión y la Vitamina C.
NADPHNADP
glutatión
reductasa
COOHCOOH
ROHROOH
N— HN— H
S-O'SH
/
glutatión
peroxidasa H— NH— N
0;
NH-
COOH HOOCCOOH
glutarredoxina
HO. HO,
H0‘HO'
HO OH
Acido deshidroascórbico Acido ascórbico
’ ' ROOH ROO
Degradación
Las mayores fuentes de ascorbato en la dieta son las frutas, especialmente los cítricos, el 
kiwi, las cerezas y el melón, y vegetales como tomates, coliflor, coles de Bruselas, col, bróculi. 
El contenido de estos vegetales, puede exceder los 100 mg ascorbato / 100 g peso fresco. La 
eficacia de absorción decrece cuando aumentan estos niveles (Levine y cois., 1996). Se ha
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demostrado que la biodisponibilidad de la vitamina C tanto en los alimentos naturales, como en 
los artificiales, es similar (Mangels y cois., 1993).
Tras detallados estudios, parece claro que las dosis de vitamina C altas (más de 600 
mg/día) son seguras y libres de efectos secundarios (Bendich, 1997). Un hito fundamental para 
el impulso de la investigación de las funciones de la vitamina C, aparte de antiescorbútico, fue 
la publicación por Linus Pauling del libro “Vitamin C, the common coid and the flu” (Pauling, 
1970). El prestigio universal del autor hizo que se iniciara una nueva era en el estudio del papel 
de la vitamina C, y de las vitaminas en general. Bendich ha acuñado para esta era el nombre de 
“más allá de la deficiencia”, haciendo hincapié en el hecho de que las vitaminas sirven para algo 
más que prevenir deficiencias.
3.2.3. Vitamina E
Bajo esta denominación se incluye una familia de compuestos fenólicos llamados 
tocoferoles y tocotrienoles. En el organismo existen 4 tipos principales de tocoferoles: alfa, beta, 
gamma y delta tocoferol (estructura en figura 12). Estos grupos de compuestos altamente 
lipofílicos, tienden a concentrarse en las membranas biológicas y en lipoproteínas plasmáticas. 
Figura 12. Estructura de la vitamina E.
HO
Es probablemente el antioxidante más potente del organismo, en cuanto a su capacidad 
como bloqueador de la cadena de lipoperoxidación. La vitamina E secuestra radicales peroxil 
lipídicos y dan hidroperóxidos lipídicos y radical tocoperoxilo (ver figura 13). Este último 
puede ser reducido por el ascorbato y el ^ glutatión u oxidado a la respectiva quinona. El alfa- 
tocoferol es el más eficiente antioxidante de la fase lipídica (Nicki, 1987). Contiene grupos
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metilo adyacentes a los grupos hidroxilo fenólicos y están óptimamente posicionados en las 
membranas. Los tocoferoles además tienen capacidad de captar energía del oxígeno singlete y 
de interaccionar con peroxinítritos.
Figura 13. Actividad antioxidante de la Vitamina E. 
a) Reacción de la vitamina E con un radical peroxilo.
ROO ROOH
CH;
HO.
OTEC^
Tocoferol Radical tocoferoxílico
b) Reconversión a tocoferol
AH'
Reconversión por el ascorbato
CH;
CH Reacción con RH3 / ROOH
Radical tocoferoxilo
ROOH ó RH JiDQ'ÚR'
c) Reconversión a quinona.
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Los niveles de vitamina E en plasma en humanos son de alrededor de 22 pmoles/L; se 
encuentra en tejidos como el hígado, el riñón, tejido adiposo o adrenal.
La dieta humana está compuesta por multitud de alimentos que contienen vitamina E. 
Las fuentes ricas de vitamina E son los aceites vegetales (girasol, maíz, de soja y de semilla de 
algodón), y productos hechos a partir de estos aceites como la margarina o la mayonesa. 
Contribuyen considerablemente a los suplementos en vitamina E el germen de trigo, las nueces 
y algunos vegetales de hojas verdes (Parker, 1989).
Con respecto a la seguridad toxicológica de la toma oral de vitamina E, ha habido 
mucha controversia a lo largo de los años. Existen 5 revisiones destacables: Bendich y Machlin, 
1988, 1993; Diplock, 1995; Kappus y  Diplock, 1992 y  Viña y  cois 1999. El problema en los 
estudios comparados surge con la confusión en la literatura entre las diferentes formas de 
vitamina E. Estudios de aspectos convencionales de la toxicidad de la vitamina E en animales 
han sido realizados por muchos investigadores durante un largo periodo de tiempo (Demole, 
1939; Neissberger y Harris, 1943; Levander y cois., 1973; Dysma y Parck, 1975; Krasavage y 
Teiharr, 1977; Abdo y cois., 1986). Sin embargo, en humanos sonpocos los trabajos realizados 
con rigor (grupo con un número significativo de pacientes para evaluación estadística, inclusión 
de grupos placebo, etc.). De las revisiones efectuadaspodemos concluir los siguientes puntos:
1. La toxicidad de la vitamina E es muy baja
2. Estudios en animales muestran que la vitamina E no es mutagénica, carcinogénica o 
teratogénica.
3. En estudios hechos a doble ciego, las dosis orales tienen pocos efectos colaterales, 
incluso a dosis tan elevadas como 3.2 p/día.
4. Dosis de hasta 1000 mg por día son consideradas enteramente seguras y sin efectos 
secundarios.
5. En personas con defecto de coagulación sanguínea por deficiencia en vitamina K 
puede estar contraindicado las altas dosis de vitamina E vía oral.
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3.2.2.3. Carotenoides
Son colorantes naturales con pronunciada actividad antioxidante (Olson y 
Krinsky,1995; Sthal y Sies, 1993). Lajjropiedad químicaque les da este carácter antioxidante se 
basa en un extendido sistema de dobles enlaces conjugados. Los principales ROS sobre los que 
actúan los carotenoides son el oxígeno singlete ^ y los radicales jjeroxilos (Palozza y Krinsky,
1992). La desactivación del ^  puede _ser física _o química. La física consiste en una 
transferencia de energía de activación desde las especies de oxígeno excitadas al carotenoide 
dando lugar a un carotenoide excitado tapíete. La energía de excitación del carotenoide se 
disipa a través de interacciones vibracionales con el solvente, para recobrar su estado anterior. 
Así, el carotenoide acaba intacto^y listopara otro ciclo de activación. La desactivación química 
contribuye en un 0.05% del total de los mecanismos de inactivación de los ^ 2  por carotenoides, 
pero es responsable de la eventual destrucción de la molécula. También se ha descrito su papel 
en el secuestro de radicales peroxilos_por interacción jquímica ^ Kennedy and Liebler, 1992). Se 
ha sugerido la formación de un radical caroteno intermediario en este proceso que finalmente da 
lugar a la destrucción de la molécula.
Al igual que la vitamina E, los carotenoides pertenecen a un conjunto de antioxidantes 
lipofílicos presentes en lipoproteínas como la LDL o HDL. Su contribución al sistema de 
defensa antioxidante de las LDL no está todavía clara.
Los carotenoides se pueden encontrar en una_gran variedad de frutas,y vegetales. Las 
mayores fuentes son las zanahorias (a-carotenos y p-carotenos), los tomates (licopenos), los 
cítricos (p-criptoxantina), las espinacas fluteína), o el maíz fceaxantina) (Mangels y cois.,
1993). Los procesos de absorción y transporte de los carotenoides son bastante complejos. 
Influyen muchos factores como la coingestión con fibra ojpasas o el cocinado de los alimentos 
entre otros (Erdman y cois., 1993). El suplemento en la dieta de cantidades moderadas de p- 
carotenos en individuos sanos parece seguro. Est&práctrica engrandes fumadores, sin embargo,
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ha sido puesta en cuestión, debido a que parece que el riesgo de cáncer de pulmón aumenta 
(Omenn y cois., 1996).
3.2.2.4. Flavonoides
Son un gran grupo de antioxidantes polifenólicos que se pueden encontrar en forma de 
O-glicósidos principalmente en muchas frutas, vegetales y bebidas como el te, el vino y la 
cerveza. Son eficaces antioxidantes capaces de reaccionar con radicales como los radicales 
peroxilos, el radical hidroxilo y el O2 ', formando el radical fenoxi (Rice-Evans y cois., 1995; 
1996). En este grupo se incluyen distintos subgrupos como los flavanoles (catequinas, 
epicatequinas), flavonoles (quercetina, miricetina, caemferol), flavanonas (naringenina, 
taxifolina), flavonas (apigenina, hesperetina), isoflavonas (genesteina), o antocianidinas 
(cianidina, malvidina).
Son muchas las propiedades que se les atribuye a los flavonoides a la hora de 
interaccionar con radicales libres. Estas incluyen la presencia de una estructura 3’,4’-hidroxi en 
el anillo B, la presencia de un doble enlace 2,3 conjugado a un grupo 4-oxo en el anillo C, y la 
presencia de un grupo 5-hidroxilo en el anillo A con un grupo 3-hidroxilo y una función 4-oxo 
en el anillo C. Varios estudios in vivo como in vi tro demuestran las propiedades antioxidantes 
de estos compuestos, sin embargo debe mencionarse que su biodisponibilidad es bastante pobre. 
Se conjugan rápidamente en las reacciones de detoxificación de fase II y los niveles de 
flavonoides libres en plasma humano son bastante bajos. Muchos compuestos fenólicos con 
actividad antioxidante son derivados del ácido cinámico, como por ejemplo el ácido cafeínico, 
el ácido clorogénico o el ácido ferúlico (Rice-Evans y cois., 1996). .
Como en el caso de los carotenoides, no se conoce muy bien cuál es la distribución en 
los tejidos de estos compuestos y su absorción en humanos.
3.2.3. El Ginkgo biloba y su extracto EGb 761.
Se trata de un extracto obtenido de las hojas del árbol Ginkgo biloba. Es un árbol dioico 
caducifolio de hojas flabeadas con escotadura central y agrupadas en brotes laterales. Las 
semillas se presentan rodeadas de un arilo carnoso de color amarillo. El Ginkgo biloba procede
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del este asiático, sobre todo predomina en China y Japón y se trata de un árbol ornamental que 
tradicionalmente se plantaba en las cercanías de los templos.
Este extracto ha sido muy utilizado en geriatría para combatir síntomas funcionales de 
insuficiencia circulatoria cerebral y se sabe que aumenta la velocidad de procesamiento de 
información y la memoria reciente. La base bioquímica de este tratamiento incluye la reducción 
del metabolismo oxidativo de las neuronas, debido a su contenido en flavonas y antocianósidos 
que inhiben la peroxidación lipídica de la membrana.
El extracto EGb 761 contiene una mezcla de flavonoides, heterósidos y terpenos (Drieu, 
1986) y se sabe que actúa secuestrando aniones superóxido, radicales hidroxilo y radicales 
peroxilo (Gardés-Albert y cois., 1993; Marcocci, 1994), de ahí su importancia como 
antioxidante celular. Más detalladamente, los principales principios activos que contiene son:
• Terpenos: Diterpenos (Ginkgólidos A, B, C y M) y Sesquiteipenos (Bilobálido).
• Polifenoles y sobre todo Flavonoides: Biflavona 3', 8 (bilobetol, ginkgetol, 
siadopitisina, amentoflavona), Quercetrósidos y Miricetrósidos.
• Esteróles
• Procianidoles: Oligómeros del delfínol y cianidol.
• Polioles
• Acido 6- hidroxiquinurénico.
Recientemente, nuestro grupo ha visto que el tratamiento con EGb 761 protege contra el 
daño oxidativo asociado al envejecimiento sobre el DNA mitocondrial y sobre el glutatión 
mitocondrial. Además, también previene los cambios en la morfología mitocondrial y en el 
potencial de membrana asociados con el envejecimiento en cerebro y en hígado (Sastre y cois., 
1998).
Algunas de sus acciones farmacológicas se muestran en la tabla 5 así como los 
principios activos responsables de las mismas:
37
Introducción
Tabla 5. Acciones farmacológicas del extracto EGb 761.
ACCIONES FARMACOLÓGICAS PRINCIPIOS ACTIVOS
VENOTÓNICO Flavonoides, Procianidoles
VASOniI ATADOR A N1VFI ProcianidolesV / i J LJ 1. 1 I V  r%. 1 x  y  E /JL /
ARTERIAL
ACCIÓN CONTRA RADICALES 
LIBRES Flavonoides
VASOPROTECTOR- Flavonoides, Procianidoles
CAPILAROTROPO
NEUROTRÓFICO Terpenos
DIURÉTICO Flavonoides
AUMENTA OXIGENACIÓN 
CEREBRAL Terpenos
3.2.4. Selegilina
Aunque no se trata de un antioxidante per se, lo tratamos como tal debido a que es un 
inhibidor de la enzima monoaminooxidasa (MAO). Esta enzima cataliza una reacción en la que 
se genera peróxido de hidrógeno y por tanto, la selegilina impedirá la formación de esta especie 
reactiva del oxígeno. Es un fármaco usado para el tratamiento contra el Parkinson, que simula o 
potencia la acción de la dopamina. El Parkinson es el trastorno más común de los ganglios 
básales. Esta enfermedad es considerada como un grave problema de salud pública. Aparece 
generalmente hacia los 60 años y presenta síntomas degenerativos que comienzan con dificultad 
al iniciar los movimientos. En los encéfalos de estos enfermos se observa una reducción severa 
de dopamina, un neurotransmisor de la familia de las catecolaminas. Las neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia nigra que proyectan al estriado, degeneran. Estos pacientes son 
tratados con L -  dopa, un precursor de la dopamina (ver figura 14a). La dopamina es sintetizada 
a partir de tirosina en los terminales de los nervios simpáticos y en la médula suprarrenal. La Ia 
etapa, que es la limitante, es la hidroxilación de la tirosina para formar 3,4-dihidroxifenilalanina 
(dopa). Esta reacción está catalizada por la tirosina hidroxilasa. La 2a etapa es la 
descarboxilación de la dopa por la dopa descarboxilasa para dar lugar a 3,4-
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dihidroxifeniletilamina (dopamina). En el tratamiento contra el Parkinson además de la dopa,
también se utilizan los inhibidores de la descarboxilasa. La dopamina se hidroxila entonces
hasta noradrenalina mediante una hidroxilasa. Finalmente, se forma adrenalina por metilación
de la noradrenalina .mediante una , trajismetilasa que utiliza .§-adenos.ilmetionina. Los 
neurotransmisores del tipo de la catecolamina se inhiben por metilación del hidroxilo del anillo
del catecol situado en posición 3. Esta reacción es catalizada por la catecol-O-metiltransferasa
que utiliza S-adenosilmetionina como dador de metilos. De manera alternativa, estos
neurotransmisores pueden inactivarse por eliminación oxidativa de su grupo amino mediante la
MAO (figura 14b).
Figura 14. Vía de síntesis de la dopamina y la adrenalina,
a) Síntesis de la dopamina_y la adrenalina
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b) Inhibición de la noradrenalina.
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La selegilina (figura 15) es un inhibidor de la MAO, selectivo para la MAO-B, que 
predomina en las regiones del sistema nervioso central que contienen dopamina. Debido a esto, 
la selegilina no produce los efectos periféricos no deseados que causan los inhibidores de la 
MAO no selectivos. Tras su administración oral se absorbe fácilmente a partir del tracto 
gastrointestinal y rápidamente entra en el cerebro y en la médula espinal. Este fármaco se une a 
las regiones cerebrales con alto contenido en MAO-B, como es el tálamo, el núcleo estriado, la 
corteza y el tronco cerebral. En humanos se metaboliza completamente vía hepática formando 
desmetilselegilina y metanfetamina, que a su vez son metabolizadas a anfetamina. El 86% de 
una dosis de 10 mg se recupera en la orina al cabo de 24 horas. Estos datos sugieren que no se 
produce la acumulación de metabolitos.
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Figura 15. Estructura química de la selegilina
¡— CH— N— CH2— C = C H
? h3
ch3
Hasta el momento, la vía de acción anti-parkinsoniana de la selegilina no se conoce 
totalmente. En estudios realizados con cerebros procedentes de autopsias de pacientes, se 
comprueba que tras el tratamiento con 10 mg de selegilina/dia, se produce una inhibición 
selectiva de la MAO-B. También se ve un aumento concomitante en el ganglio basal, de 
feniletilamina y dopamina pero no de serotonina o noradrenalina, lo cual podría deberse a su 
modo de acción.
Se han dado varias explicaciones al efecto protector de la selegilina en la enfermedad de 
Parkinson. Una de ellas es que puede estar relacionada con una neurotoxina endógena. Otra 
explicación dada, es su posible implicación en el estrés oxidativo que se ha demostrado que 
existe en el cerebro de estos pacientes. Esta hipótesis ha cobrado mayor soporte experimental en 
los último años. Se basa en la generación de H2O2 como producto de la reacción que cataliza la 
MAO. Al inhibir este enzima disminuye la cantidad de este importante tóxico celular. También 
se ha hablado de un efecto antioxidante indirecto por inducción de enzimas secuestradoras de 
radicales libres. Sin embargo, el estrés oxidativo no puede explicar por el momento, la causa de 
la muerte de las neuronas de la sustancia nigra.
4. El proceso de envejecimiento
4.1. Definición de envejecimiento
Hasta ahora no disponemos de una definición universalmente aceptada del proceso de 
envejecimiento. Denham Harman lo define como la acumulación progresiva de cambios con el 
tiempo, que son responsables del aumento de probabilidad de enfermedad y muerte del 
individuo. Se puede definir también como el deterioro de las estructuras y funciones que llegan 
a un pico o meseta máximos durante el desarrollo, crecimiento y maduración de todos los
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individuos de una especie dada. Bemard Strehler, reconocido^gerontólogo americano, define el 
envejecimiento mediante estas 4 reglas:
1. El envejecimiento es universal, es decir, un fenómeno dado asociado al proceso de 
envejecimiento debe darse en menor o mayor medida en todos los individuos de una 
especie.
2. El envejecimiento es intrínseco, es decir, las causas que lo provocan deben de ser de origen 
endógeno, no dependiendo de factores extemos o de origen ambiental.
3. El envejecimiento es progresivo, los cambios que conducen a envejecer se dan de manera 
paulatina a lo largo de la vida.
4. El envejecimiento es deletéreo, es decir que un determinado fenómeno sólo se considerará 
parte del proceso de envejecer si es dañino.
4.2. Consecuencias del envejecimiento
Prácticamente todas las funciones fisiológicas pierden eficiencia, comopor ejemplo, la 
fuerza y elasticidad en el sistema músculo-esquelético, descenso de la filtración de los riñones, 
de la ventilación de los pulmones o del fUijo máximo sanguíneo, aumento de la intolerancia a la 
glucosa, pérdida de visión, audición, memoria, coordinación motora y en general, pérdida de la 
capacidad para mantener estable el medio interno del individuo frente a las perturbaciones del 
ambiente (pérdida de homeostasis). Un ejemplo de esto, es la menor capacidad de las personas 
mayores para soportar temperaturas extremas, infecciones^ situaciones de estrés en general.
La mayoría de los órganos vitales van a sufrir fenómenos de atrofia o degeneración. 
Esto es más notable en aquellos órganos compuestos por células_postmitóticas como son las
I
neuronas, células miocárdicas, musculares o las del parénquima renal. También se da una 
degradación con la edad de los materiales que se encuentran entre las células. Esto pasa con las 
fibras de colágeno al entrecruzarse en la dermis o con el descenso en número de fibras de 
elastina.
También se puede apreciar asociado al envejecimiento, un aumento en la sensibilidad a 
los traumatismos, las infecciones y  muchas formas de estrés, así como un funcionamiento 
deteriorado del sistema inmunitario que da lugar a enfermedades autoinmunes o amiloidosis.
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Se dan más casos de cáncer en los ancianos y de las enfermedades llamadas 
degenerativas, que son la mayor causa de muerte y de pérdida de una buena calidad de vida.
4.3. Longevidad
Dentro del término “longevidad” se incluyen 2 conceptos diferentes: longevidad 
máxima y longevidad media. La longevidad media se define como la media de la esperanza de 
vida al nacer de los individuos de una determinada especie (Ruiz-Torres y cois., 1991). La 
longevidad máxima es la edad máxima que un individuo de una determinada especie puede 
alcanzar. De este modo, sabemos que la longevidad media de la especie humana ha aumentado 
considerablemente a lo largo de la Historia. Esto ha tenido lugar debido al descenso de la 
mortalidad infantil, del neonato y de la madre, al descubrimiento de los antibióticos, de las 
vacunas y en general a la mejora del control de las enfermedades infecciosas, así como a una 
nutrición más elaborada, mejores condiciones higiénicas y mejora en el tratamiento de 
enfermedades como el cáncer, la diabetes, etc.
Sin embargo, no se ha demostrado que exista un aumento en la longevidad máxima. En 
la antigüedad también había personas que alcanzaban edades avanzadas de 80-90 años o más, 
aunque el porcentaje era mucho más bajo que en nuestros días. El aumento en longevidad 
media ha producido un crecimiento del segmento poblacional entre 60 y 100 años. Por ello, 
cobran gran importancia enfermedades neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer, 
los cánceres, la artereosclerosis y en general, todas aquellas que afectan con más probabiüdad a 
este grupo de edad avanzada.
Los avances en investigación acerca de la longevidad han tenido idénticos resultados, es 
decir, se ha conseguido aumentar la longevidad media en varias líneas de investigación, pero 
son pocos los avances en el aumento de la longevidad máxima. La longevidad media ha podido 
modificarse mediante antioxidantes dietéticos, nivel de actividad, etc. pero la única terapia que 
parece concluyente para aumentar la longevidad máxima es la restricción calórica. Ya en 1939 
McCay y colaboradores (Mccay y cois., 1939) describen este fenómeno y más recientemente 
Walford y Weindruch (Walford, 1985; Weindruch y cois., 1986) descubren que se puede 
aumentar la longevidad máxima con una restricción calórica que no necesariamente debe darse
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desde el nacimiento, sino que puede comenzar tardíamente en la vida, siempre y cuando se 
mantengan unos niveles adecuados de vitaminas, minerales y proteínas. Esto aún no ha podido 
ser demostrado en humanos, pero está en marcha un experimento en simios que aportará datos 
en pocos años.
4.4. Teorías del envejecimiento
Han existido muchas teorías para darle una explicación al fenómeno del envejecimiento 
y aun hoy en día no se sabe a ciencia cierta cuáles son las causas que lo provocan. Podemos 
dividirlas en:
• Teorías Orgánicas
• Teorías Celulares
• Teorías de Envejecimiento Programado
• Teorías Evolutivas
• Teorías Moleculares
4.4.1. Teorías Orgánicas.
4.4.1.1. Teoría Inmunológica
Postula que el proceso de envejecimiento se debe a una disminución de las defensas del 
organismo frente a infecciones y agentes extraños. Al envejecer se altera la producción de 
anticuerpos, disminuye el número de linfocitos T, se atrofia el timo (de ahí las terapias de 
inyección de hormonas túnicas o interíeukina 2), aumenta el número de enfermedades 
autommunes y de cánceres.
Harman apoya la idea de que el descenso de las capacidades del sistema inmune ligado 
a la edad es secundario al incremento de las reacciones de autommunidad (Harman, 1980). Por 
lo tanto, cambios posttraduccionales mutagénicos en las proteínas inducirían un reconociminto 
del sistema inmune como extraño. Pero al disminuir la capacidad de reconocimiento inmune, 
estas proteínas anómalas podrían desarrollar funcionalidades dañinas. Así mismo, Bumet 
(Bumet, 1974) sugirió que al aumentar la edad también lo hacen la cantidad de clones de 
linfocitos que dan lugar a anticuerpos contra antígenos del propio huésped.
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4.4.1.2. Teoría Neuroendocrina
Se basa en los cambios degenerativos que el cerebro y el sistema nervioso muestran con 
la edad. El sistema nervioso junto con el sistema endocrino, controlan la homeostasis, es decir, 
mantienen estable el medio interno frente a todo tipo de perturbaciones. Al degenerar el sistema 
nervioso, también lo harán los órganos sujetos a su control. Un apoyo a esta teoría es el hecho 
de que la restricción calórica, que retrasa el proceso de envejecimiento, disminuye los niveles de 
insulina y de glucosa en sangre, aumenta los glucocorticoides de forma moderada, eleva la 
secreción de adrenalina y de otras catecolaminas procedentes de las glándulas adrenales, así 
como la actividad del sistema nervioso simpático (Kemnitz y cois., 1994).
Estas 2 teorías tienen el inconveniente de no explicar la degeneración de ambos 
sistemas, neuroendocrino o inmunitario. También carecen de universalidad, ya que existen 
especies con sistemas inmunitarios o neuroendocrinos poco desarrollados y que no por ello 
envejecen después que otras.
4.4.2. Teorías Celulares
4.4.2.I. Teoría del Límite de la Duplicación Celular
Fue propuesta por Leonard Hayflick a finales de la década de los setenta (Hayflick,
1980). Hayflick observa que al cultivar fibroblastos in vitro el número de duplicaciones 
celulares es limitado y tanto mayor cuanto más larga es la longevidad máxima de la especie 
donante. Aunque una observación importante, es incapaz de explicar el envejecimiento de 
células que no se duplican como pueden ser las neuronas, las células coronarias o las 
musculares. Incluso refiriéndonos a células con capacidad mitótica Gas del epitelio germinal de 
la piel y mucosa intestinal, o células madre de la médula ósea o del bazo) no explicaría los 
sucesos in vivo, ya que son experimentos in vitro y parece que el número de duplicaciones que 
Hayflick encontró (50 veces en fibroblastos humanos) ha podido aumentarse mejorando las 
técnicas de cultivos celulares. Aun así, tampoco explicaría por qué las células dejan en un 
momento dado de duplicarse.
Recientemente, ha despertado mucha espectación una observación realizada por Yu en 
1990 (Yu y cois., 1990), el cual encuentra que en Tetrahymena se requiere la presencia del
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enzima telomerasa para mantener su inmortalidad. En cada división celular se vanperdiendo 
fragmentos de DNA en los extremos de los cromosomas (telómeros) y es este enzima el que 
evita este fenómeno. Cuando el enzima se inactiva o no se expresa, la célula moriría alperder 
DNA codificante. Se encontró que los telómeros de algunos tejidos somáticos se acortaban, 
mientras que los de tejidos germinales ^ permanecían intactos. De todas formas, esta teoría 
tampoco podría explicar el envejecimiento de las células postmitóticas.
4.4.3. Teorías del envejecimiento programado
4.4.3.I. Programa genético de envejecimiento
En esta teoría se propugna que existe un control_genético en el que de formapaulatina y 
comenzando desde el momento de nuestro nacimiento, se va deteriorando el organismo hasta 
llegar a su muerte. Flodin ve al genoma nuclear como un “reloj molecular” responsable de 
programar los cambios que se irían presentando en el desarrollo de un organismo a lo largo de 
su vida (Flodin, 1984). La marcada variabilidad entre las especies y  la relativa constancia en la 
longevidad dentro de una especie, permitirían apoyar la idea del control genético del ciclo vital. 
Sin embargo, muchos piensan que un programa de envejecimiento activo difícilmente podría 
haber evolucionado, ya que la fuerza de la selección natural disminuye enormemente tras la 
edad reproductiva, y es entonces cuando se manifiesta el envejecimiento.
4.4.5. Teorías evolutivas
Este conjunto de teorías no son opuestas a las anteriores, sino complementarias. 
Teorizan porqué cada especie animal tiene una determinada longevidad máxima o velocidad de 
envejecimiento, en vez de abordar el envejecimiento desde el punto de vista de cómo 
envejecemos, tema que tratan las anteriores. Una de estas teorías es la de la distribución de la 
energía entre esfuerzo reproductivo y mantenimiento de los órganos corporales, que basa en la 
obsevación de que existe una relación inversa entrepotencial reproductivo y longevidad.
Otra hipótesis evolutiva es la de la presión de predación, desarrollada por Steven Austad 
en los últimos años (Austad, 1997). Si una especie sufre pocos ataques mortales de predadores, 
la selección natural actuaría haciendo que la especie sufra un aumento en su longevidad.
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Lo que ocurre con estas teorías es que es difícil explicar cómo pueden transmitirse los 
genes para aumentar la longevidad entre las generaciones, si los individuos viejos se reproducen 
en menor grado que los jóvenes.
4.4.4. Teorías Moleculares
4.4.4.1. Teoría de la Acumulación 4e-grodnctos de Desecho
Se basa en el hecho de que en todas las células postmitóticas se van acumulando con el 
tiempo productos del metabolismo que no ^ pueden ser renovados, de entre los cuales el más 
característico corresponde a los gránulos de lipofuscina, perfectamente visibles al microscopio 
óptico. Están compuestos de lipidos y  .proteínas altamente entrecruzados, insolubles y 
probablemente oxidados (Tappel, 1980). Parecen provenir en gran medida de los lisosomas y se 
ha demostrado que no son dañinos_para la célula, en contra de lo que se creía en un .principio. 
Es decir, más que una causa del envejecimiento los gránulos de lipofuscina serían un buen 
marcador del mismo.
4.4.4.2. Teoría de los Entrecruzamientos
Fue propuesta por Bjórksten (Bjórksten, 1974) y se basa en que en el metabolismo 
celular se producen sustancias, que favorecen la unión de macromoléculas, como el DNA o las 
proteínas. Este proceso aumenta la resistencia de estas moléculas a su degradación y , en el caso 
del DNA, puede dar lugar a mutaciones. Además, se produce una pérdida de la solubilidad de 
las macromoléculas y disminuye la.permeabilidady elasticidad de las membranas, al tiempo que 
aumenta la viscosidad de los tejidos. El estudio más extensivo sobre el fenómeno del 
entrecruzamiento fue realizado en el colágeno, molécula .presente en la matriz extracelular de 
prácticamente todos los tejidos. El número de puentes cruzados en el colágeno aumenta con la 
edad, lo que favorece su insolubilidad (Browlee _y cois.., 1984) y  son la base de las lesiones 
arterioscleróticas. Sin embargo, este fenómeno parece importante sólo en las macromoléculas de 
vida larga como el colágeno, mientras que otras se renuevan con tal rapidez que el 
entrecruzamiento carecería de importancia.
Recientemente, los científicos han centrado sus investigaciones en la glicosilación de 
proteínas u otras moléculas. Se ha demostrado que este fenómeno se da en individuos de edad
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avanzada y en la Diabetes mellitus, patología modelo de envejecimientoprematuro (Monnier^y 
cois., 1984). Los complejos formados por la glucosa con otros compuestos comienzan cuando 
un grupo aldehido de la glucosa reacciona con un amino de la otra molécula formándose una 
base de Schiff (Cerami, 1987). Este producto formado es inestable y da lugar a un llamado 
producto de Amadori reversible. Estos reaccionan con otros dando finalmente productos 
irreversibles glicosilados. (iI D"
4.4.4.3. Teoría de la Mutaciones Somáticas y Teoría de los “errores catastróficos".
Szilard propone esta teoría en la que explica que el envejecimiento se produce por la 
acumulación de mutaciones en el DNA de las células postmitóticas con la edad, disminuyendo 
así el número de células somáticas gue sobreviven {Szilard, 1959).
Orgel supone que los errores se producen en las enzimas responsables de la 
transferencia de información de DNA aproteínas (Orgel, 1963). Esto daría lugar , a su vez, a la 
formación de nuevas enzimas erróneas, lo que amplificaría el problema.
Aunque estas 2 teorías son ciertas, tampoco explicarían la causa de las mutaciones o 
errores iniciales.
4.4.4.4. Teoría de los Radicales libres
Una de las teorías más relevantes jpara explicar el envejecimiento es la Teoría del 
Envejecimiento por Radicales Libres, que fue propuesta inicialmente por Harman hace unos 
cincuenta años (Harman, 1956). Dado el interés que tienen los Radicales Libres y su acción en 
el organismo, en esta Tesis vamos a exponerla en mayor detalle
Esta teoría propone que los radicales libres derivados del oxígeno, son los responsables 
del daño asociado a la edad .a niveles tisulares y celulares, y que los sistemas antioxidantes no 
son capaces de hacer frente a todas las especies reactivas del oxígeno que se generan 
continuamente a lo largo de la vida de la célula, lo que acaba provocando un daño oxidativo en 
ella.
Existen muchas pruebas experimentales a favor de esta teoría. Los animales viejos 
presentan mayores índices de oxidación _que los viejos jy  se acumulan proteínas oxidadas, 
formas oxidadas del DNA y de lípidos (Stadman, 1992; Zarling y cois., 1993; Sohal y cois.,
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1993; Chen y Yun, 1994). En principio, esto podría achacarse a una tasa mayor de radicales 
libres generados por los organismos viejos. Otras evidencias experimentales que soportan esta 
teoría como posible causa del .proceso de envejecimiento, son el aumento de la esperanza de 
vida obtenido incrementando las defensas antioxidantes y la implicación de las especies de 
oxígeno reactivas en los procesos degenerativos relacionados con la edad (Harman, 1986; Coyle 
yPuttfarken, 1993; Alam y cois., 1997a, 1997b). Se ha comprobado que la administración de 
artioxidantes puede aumentar la esperanza de vida en moscas (Miquel y Economos, 1979; Viña 
y cois., 1992). Así mismo, Orr y Sohal han encontrado recientemente que la expresión 
simultánea de los genes de la superóxido dismutasa cobre-zinc y  de la catalasa en Drosophila 
rmlanogaster transgénicas aumenta su esperanza de vida máxima (Orr y Sohal, 1994).
Por otra parte, los Radicales libres de oxigeno y  los peróxidos son generados 
continuamente en la cadena de transporte mitocondrial (Boveris y Chance, 1973; Chance y 
cds., 1979). Además, cerca del 1-2% del oxígeno usado_por la mitocondria de mamíferos en 
estado 4 no da lugar a agua, sino especies activadas del oxígeno (Boveris y Chance, 1973; 
Ciance y cois., 1979). En base a todo esto, MiqueLy colaboradoresproponen en 1980 la Teoría 
Mitocondrial del Envejecimiento Celular (Miquel y cois., 1980). Esta teoría sugiere que la 
senescencia es un producto derivado del ataque de los radicales de oxígeno al genoma 
mtocondrial en células postmitóticas fijadas (Miquel y cois., 1980). Las mitocondrias de las 
células postmitóticas usan 0 2 a velocidades altas, liberando entonces radicales de oxígeno que 
exceden la capacidad de las defensas antioxidantes celulares (Miquel y Fleming, 1986).
La Teoría Mitocondrial del Envejecimiento se ha .probado recientemente en varios 
laboratorios, y existe una gran cantidad de evidencias experimentales que la apoyan en la 
bibliografía. Diversos autores han comprobado que las mitocondrias de animales viejos 
poducen más radicales libres que las de los jóvenes (Nohl y Hegner, 1978; Linnane y cois., 
1989; Sohal y cois., 1990; Sastre^y cols„ 1996, 1998). Más aún, la tasa de producción de 
peróxidos por las mitocondrias presenta una correlación inversa con la longevidad de las 
especies (Sohal 1991; Baija y  cois,, 1994a). Estos resultados apoyan la idea de que la 
geieración de prooxidantes es un factor crítico en la velocidad del envejecimiento (Sohal,
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1991).También se ha demostrado que el daño oxidativo al DNA mitocondrial, proteínas y 
lípidos ocurre a lo largo del envejecimiento (Richter, 1988; Shigenaga y cois., 1994; Benzi y 
Moretti, 1995; García de la Asunción, 1996; Sastre y cois., 1996, 1998), y que la generación de 
peróxidos por la mitocondria aumenta con la edad (Sohal, 1991; Sastre y cois., 1996, 1998). El 
papel de las mitocondrias viejas en el envejecimiento celular se ha demostrado microinyectando 
mitocondrias aisladas a partir de fibroblastos de ratas viejas, donde se veía que las células 
inducidas degeneraban (Corbisier y Remacle, 1990).
La generación continua de ROS por la mitocondria a lo largo de la vida celular, 
produce un estrés oxidativo mitocondrial “crónico” relacionado con la edad, que juega un papel 
clave en el envejecimiento. Más aún, la mitocondria de especies que viven periodos de tiempos 
más cortos produce relativamente cantidades más elevadas de ROS que aquella procedente de 
especies que viven más años (Sohal y cois, 1990; Sohal, 1991; Ku y cois., 1993; Baija y cois.,
1994). De este modo, la velocidad de producción de ROS aparece como determinante en el 
potencial de esperanza de vida máximo (Pérez-Campo y cois., 1998).
El papel de la mitocondria en el envejecimiento celular también se ha relacionado con 
las pérdidas funcionales mitocondriales a lo largo del proceso de envejecimiento (Miquel y 
cois., 1980; Shigenaga y cois., 1994). Así, la actividad respiratoria de mitocondrias aisladas 
decrece con la edad en hígado, músculo esquelético y cerebro (Yen y cois, 1989; Trounce y cois, 
1989; Beal y cois, 1993). Recientemente, en nuestro laboratorio demostramos que el potencial 
de membrana mitocondrial decrecía con la edad y que aumentaba el tamaño mitocondrial en el 
envejecimiento (Sastre y cois., 1996). También se hajmbhcado que existe una disminución de 
los transcriptos mitocondriales relacionados con la edad en algunos tejidos de rata y en 
Drosophila (Gadaleta y cois, 1990; Calleja_y cois, 1993). Así mismo, se ha encontrado una 
disminución en la actividad de algunas proteínas transportadoras amónicas con la edad, como 
los transportadores de fosfato y dicarboxilatos en mitocondrias de hígado (Paradies y Ruggiero,
1991; Sastre y cois., 1996) y los transportadores acilcamitina-camitina, de Ca , de nucleótidos 
de adenina y de piruvato en mitocondrias de corazón (Hansford, 1978; Nohl y Kramer, 1980; 
Hansford y Castro, 1982; Kim y cois., 1988; Paradies y Ruggiero, 1990). Sin embargo, otros
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autores han estudiado la tasa de_producción de radicales libres en diversos tejidos de rata, sin 
encontrar un incremento con la edad o bien, han encontrado un pico en edades intermedias, pero 
no en edades avanzadas (Guamieri_y cois,, 1992; Zhan_y cois., 1992; Yu, 1993). De este modo, 
sería más acertado estudiar marcadores de estrés oxidativo en lugar de producción de radicales 
libres (Nohl, 1993). Este sería el caso de marcadores dejjeroxidación üpídica, como el etano y 
pentano del aire espirado (Zarling y cois., 1993), ya que se considera como un factor esencial en 
el envejecimiento de células aerobias (Lippman, 1985)_y se sabe que forma .parte de la etiología 
y patogenia de enfermedades asociadas con la edad avanzada (Vladimirov, 1986). De este 
modo, ha sido comprobado que los animales viejosjDresentaban un incremento de la oxidación 
en sus tejidos (Sagai e ¡chinóse, 1980).
Otro marcador de estrés oxidativo utilizado para estudiar el envejecimiento, ha sido la 
oxidación proteica. Vitorica y colaboradores (Vitorica^y cois,, 1984) se interesaron .por el daño 
asociado a enzimas específicas que se inactivan con la edad. Muchas modificaciones post- 
traduccionales acumuladas en el viejo se deben a la acción de radicales Ubres (Stadman, 1992). 
En este proceso, aminoácidos tales como la prolina, la arginina y la Usina se oxidan para dar 
derivados carbonilos, es decir, aldehidos.
El daño oxidativo asociado al DNA puede ser el más importante de todos los 
mencionados. El grupo de Bruce Ames en California ha calculado que los radicales Ubres del 
oxígeno modifican cada día aproximadamente diez mil bases de DNA por célula (Ames y cois.,
1993). Los enzimas reparadores del DNA son capaces de eliminar la mayoría de estas lesiones, 
pero no todas. Por tanto, las lesiones no reparadas del DNA, como la oxo8 dG se acumulan con 
la edad y se sabe que es el DNA mitocondrial el que mayor cantidad de oxidación presenta, no 
el nuclear (Richter y cois., 1988). Nuestro grupo demostró que la oxidación del DNA 
mitocondrial se correlaciona con la deLglutatión mitocondrial (García de la Asunción y cois.,
1996).
La teoría del envejecimiento por Radicales Libres y la teoría Mitocondrial de 
Envejecimiento resultan especialmente atractivas debido a jjue jDermiten una intervención 
racional, por ejemplo, la administración de antioxidantes podría retardar el daño que acompaña
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al proceso de envejecer. Además, se tratan de dos teorías que podrían explicar prácticamente 
todos los fenómenos descritos en las torías anteriores: la pérdida de capacidad del sistema 
inmunitarío y neuroendocrino con la eda4 el límite de la duplicación celular de Hayflick, la 
acumulación de lipofuscina, la formación de puentes cruzados intermoleculares, las mutaciones 
somáticas, o los errores de Orgel.
4.5. Papel de los antioxidantes en el proceso de envejecimiento 
Cutler observó que diversos antioxidantes tales como la vitamina E, el urato, la 
ceruloplasmina y la actividad superóxido dismutasa en diferentes organismos muestran una 
correlación con la tasa metabólica multiplicada por la longevidad máxima de cada especie 
(Cutler, 1991). Consecuentemente, propuso que la duración de la vida se debería correlacionar 
con la capacidad de protección antioxidante. En esta línea, Orr _y Sohal consiguieron moscas 
Drosophila melanogaster doble transgénicas, que sobre expresaban superóxido dismutasa Cu, 
Zn-dependiente y catalasa, y vieron que la disminución del estrés oxidativo se correlaciona con 
el aumento de la longevidad media y máxima de las moscas (Orr y Sohal, 1994). Además, se 
enlentece el proceso de envejecimiento ^ ya que las moscas transgénicas presentan un retraso en 
la pérdida de la capacidad física y niveles inferiores de daño oxidativo a proteínas. Sin embargo, 
no se observó efecto en la elongación de la vida con la sobre expresión de estas enzimas por 
separado (Seto y cois., 1990; Orr y Sohal, 1992).
Una punto a destacar de gran importancia es la interrelación de los antioxidantes 
celulares. Personas con defectos en la absorción de vitamina E o niveles bajos de GSH muestran 
diversas patologías, pero no un envejecimiento acelerado (Mehlhom^y Colé, 1985). ELgrapo de 
Baija observó que inhibiendo la actividad catalasa en ranas, se induce una mayor actividad 
superóxido dismutasa, glutatión reductasa _y aumenta la síntesis de glutatión y de ácido 
ascórbico. Esto daba lugar a un aumento en la longevidad media de las ranas (López-Torres y 
cois., 1993a). Es decir, los organismos tienden a mantener la homeostasis de sus defensas 
antioxidantes y es difícil que los antioxidantes celulares actúen por separado, ya que en realidad 
se encuentran tan íntimamente relacionados que los cambios en un antioxidante afectarían al 
resto (Sohal y Alien, 1986; Cutler, 1991; López-Torres y cois., 1993b).
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4.6. Enfermedades neurodegenerativas y estrés oxidativo.
De entre todas la enfermedades asociadas al envejecimiento (enfermedades 
cardiovasculares cáncer, cataratas, , etc,) las enfermedades neurodegenerativas son unas de la 
más graves. El papel de los radicales libres en las enfermedades neurodegenerativas resulta 
crucial y destaca como un campo de agrandes avances de importancia clínica (Coyle y 
Puttfaarcken, 1993).
El cerebro parece ser .particularmente vulnerable al ataque de los radicales libres por las 
siguientes razones:
• Su contenido en glutatión, un importante antioxidante celular, es bajo (Cooper,
1997) y en general, es relativamente deficiente en enzimas antioxidantes.
• Sus membranas contienen una alta concentración de ácidos grasos 
poliinsaturados (HazeLy Williams, 1990), susceptibles de peroxidación lipídica.
• El metabolismo cerebral requiere cantidades sustanciales de oxígeno (Smith y 
cois., 1995)
• Existen determinadas zonas cerebrales con un alto contenido en hierro.
Existe un gran número de trabajos que demuestran la acción del estrés oxidativo en la 
Enfermedad de Parkinson (Gotz y cois., 1990; Jankovic, 1994). En la enfermedad de Parkinson 
aumenta el número de delecciones en el DNA mitocondrial del núcleo estriado y  los radicales 
libres del oxígeno podrían tener un papel importante en ellas. Se ha observado que existe un 
aumento en la peroxidación lipídica, en los niveles de peróxido de hidrógeno y de hierro, junto 
con un descenso de la cantidad de GSH y de ferritina (Jankovic, 1994).
Otra enfermedad neurodegenerativa en lajque se ha demostrado la existencia de estrés 
oxidativo es la Esclerosis Lateral Amiotrófíca (ELA). Se caracteriza por una degeneración 
progresiva de las neuronas motoras de la médula espinal ^  del tronco cerebral. En individuos 
con ELA familiar, se ha encontrado una forma mutante de la Cu-Zn superóxido dismutasa, y en 
el cortex frontal de pacientes con ELA esporádica, se ha observado un aumento en los grupos 
carbonilo de proteínas (Bowling y cois., 1993).
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En la Enfermedad de Alzheimer se observa un aumento en los niveles de hierro y de 
ferritina y un descenso de los niveles de GSH en la áreas corticales (Jenner, 1994). El 
tratamiento con vitamina E retrasa parcialmente el deterioro funcional (Behl y cois., 1994; Sano 
y cois, 1997). En el Alzheimer aparecen agregados extracelulares de péptido p-amiloide que da 
lugar a cierta toxicidad en las neuronas adyacentes (Yankner y cois., 1989). Esta toxicidad 
podría mediarse por estrés oxidativo, ya que la exposición in vitro a estos agregados provoca un 
aumento en los niveles de peróxido de hidrógeno en células nerviosas (Behl y cois., 1992; Behl 
y cois., 1994). Además, en cerebros de enfermos de Alzheimer se encuentran niveles elevados 
de malondialdehido (Palmer y Bums, 1991; Mecocciy cois., 1994). Debido a la importancia de 
la Enfermedad para los objetivos de este trabajo, vamos a estudiarla con más detalle.
5. La enfermedad de AIzheimer
El Dr. Alzheimer en 1907, describe el caso de una mujer de 51 años de edad con una 
rápida pérdida de la memoria y  que después de un deterioro veloz, moría extremadamente 
demente, 4 años más tarde. Desde entonces se conoce esta patología cerebral como Enfermedad 
de Alzheimer (E.A.). Hasta el momento no existen marcadores bioquímicos periféricos para esta 
enfermedad y sólo puede realizarse un diagnóstico definitivo tras una biopsia cerebral o 
autopsia. Lo que se utiliza clínicamente es recurrir a una serie de criterios objetivos (Mckhann y 
cois., 1984; Morris y cois., 1988; Galasco y cois.; 1990). La enfermedad se caracteriza por ser 
un proceso neurodegenerativo, en la que la supervivenciaj)uede ser desde unos pocos años hasta 
alrededor de unos 20, con una supervivencia media de unos 8.
La E.A. es un proceso patológico asociado al envejecimiento en el que confluyen 
factores etiológicos, genéticos y ambientales. La enfermedad se debe a la muerte neuronal en 
áreas límbicas del cerebro y va acompañada de la aparición intray extracelular de depósitos de 
proteínas. Los intracelulares están compuestos por proteína tau con un patrón de fosforilación 
diferente al normal (Kosik y cois., 1986). Las extracelulares..presentan muchas clases de 
proteínas, destacando el péptido p-amiloide (PA) por ser el mayoritario en las placas neuríticas
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típicas de la E.A.. Este péptido sufre unprocesado aberrante jque favorece su insolubilidad y  la 
formación de fibrillas que forman placas de péptido precipitado. Hoy en día, se considera la vía 
de procesado de este péptido, llamada la cascada del amiloide, como el mecanismo 
etiopatogénico fundamental de la E.A.
El descubrimiento de que las placas seniles estaban fornidas por pA fundamentalmente, 
puso en el centro de mira el j*en que lo codifica como factor responsable de la E.A. El erróneo 
procesado del amiloide puede ser debido a varios genes. Unos son los que codifican las 
presenilinas 1 y 2, en los cromosomas 14_y 1 { Sherrington y cols„ 1995; Levy-Lahad y cois., 
1995), otros los que codifican la proteína precursora del P-amiloide en el cromosoma 21 (St. 
George-Hyslop y  cois., 1987). Los enfermos que presentan estas alteraciones ^ genéticas, son 
enfermos de herencia autosómica dominante y de comienzo precoz (alrededor de los 40-50 
años) (Goate y cois., 1991; Chartier-Harlin_y cois,, 1991). En otros casos, las alteraciones 
genéticas actúan como factores de riesgo y se consideran responsables de la E.A. de comienzo 
tardío o esporádica. Así ocurre con la apohpoproteína E codifícadajjor imagen que se halla en el 
cromosoma 19 (Pericak-Vance, 1991), cuyo alelo s4 actúa como predisponente a padecer la 
enfermedad y el ser homozigoto acelera la edad de aparición (Corder y cois., 1993). Por 
ejemplo, un genotipo ApoE s3/4 significaría un comienzo de la enfermedad alrededor de los 70 
años, y un genotipo s4/4 aumentaría el riesgo ajjadecer la enfermedad alrededor de los 60 años. 
No obstante, se supone que hay otros genes implicados y las investigaciones en este campo, así 
como en evitar el depósito de amiloide, centran la actividad de los investigadores en este 
sentido.
5.1. Presentación clínica y diagnóstico.
La tríada característica que se da en los enfermos de E.A. es: pérdida de memoria, 
alteración de la capacidad visuo-espacial y alteración del lenguaje. Sin embargo, el diagnóstico 
de la E.A. es relativamente sencillo en las fases avanzadas de la enfermedad, cuando estos 
trastornos son aparentes. Pero en muchas ocasiones,la dificultad estriba en realizar el 
diagnóstico en fases iniciales, ya que ante ^ personas ancianas con todos los síntomas y signos
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característicos, ni la familia ni el médico se plantean este diagnóstico, considerando las 
alteraciones como propias de la edad, ya que quejas subjetivas ed memoria son muy frecuentes 
en ancianos normales, sin que evolucionen a demencia.
La escala global de deterioro (GDS) de Reisberg (Reisberg y Ferris de León, 1982) 
distingue las siguientes etapas de evolución del_proceso:
• Normalidad
• Disminución cognitiva muy ligera
• Defecto cognitivo ligero
• Defecto cognitivo moderado^grave
• Defecto cognitivo grave
• Defecto cognitivo muy grave
La pérdida de memoria es el síntoma principal y el origen de la mayoría de los 
problemas, pero también en ella hay facetas que se alteran antes que otras. Dentro de la 
memoria existe una implícita o de procedimiento que no depende de una reflexión consciente, 
es la que condiciona los reflejos o las habilidades motoras. £1 otro tipo corresponde a la 
explícita o declarativa, que proviene de la conciencia y la reflexión. Dentro de esta última 
distinguimos la memoria a corto plazo (memoria de trabajo) _y la memoria a largo plazo, 
dividida a su vez en episódica y .semántica (Hodges, 1994).
La memoria de trabajo exjge el recuerdo inmediato, verbal y  visual de los estímulos y 
no está precozmente alterada. _La memoria episódica codifica los recuerdos y experiencias del 
individuo en un contexto temporal. Éste es el tipo de memoria que primero se altera y además, 
lo hace en un gradiente temporal, es decir, se alteran antes los recuerdos próximos que los 
alejados en el tiempo.
La memoria semántica se ocupa del almacenamiento de hechos y conceptos de tipo 
general, aprendidos a lo largo de la vida, además del significado de las palabras. Este tipo de 
memoria se altera en estadios más avanzados de la enfermedad.
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Otra área afectada es el lenguaje, generalmente sólo se trata de una anomia, con 
normalidad en el contenido, prosodia, sintaxis y fluencia. Sin embargo, en algunos casos este 
trastorno es precoz y predominante durante todo el proceso. El paciente recurre a los 
circunloquios y su lenguaje es insulso y con poco contenido. En cierta manera se puede asimilar 
a una afasia transcortical sensitiva (Lana, 1997).
Las habilidades visuoespaciales también se alteran precozmente, lo que se aprecia en 
las tareas que requieren planificación espacial, en el reconocimiento de lugares poco 
frecuentados o en la retención de fisonomías nuevas.
Todo esto va unido temporalmente a alteraciones de la conducta cada vez más graves y 
por último deterioro motor, mioclonias, crisis epilépticas, necesidad de tener al paciente 
encamado y muerte.
5.2. Epidemiología
Existen muchos datos dispersos sobre la prevalencia y la incidencia de las demencias. 
Quizás una de las revisiones más completas es la de Fratiglioni y colaboradores (Fratiglioni y 
cois., 1999), en la que estiman que la prevalencia mundial de la E.A. es del 0.3 al 1.0 % hasta 
los 65 años, afecta a un 10-15% de los mayores de 65 años y  a aproximadamente del 45% al 
68.3% de los mayores de 80. Más recientemente, se ha publicado un estudio cooperativo 
europeo del grupo EURODEM (European Community Concerted Action Epidemiology and 
Prevention of Dementia). En él se concluye que la E.A. es la demencia más diagnosticada (Lobo 
y cois., 2000) ya que más de la mitad de todos los casos de demencias corresponde a E.A. 
(53.7%). La prevalencia de la E.A. fue de 0.7 % en personas de 65 años, hasta un 20% en 
mayores de 85 años, siendo los casos más elevados en mujeres _que en hombres.
En lo que concierne a nuestro país, se sabe que entre el 40-60 % de las demencias 
corresponden a E.A., entre el 13-38 % a demencias de tipo vascular, entre un 11-12 % a 
demencias mixtas y de un 8-9 % a demencias secundarias (figura 16). La prevalencia es de 4.3 
% hasta los 70 años y del 25% en mayores de 89 añosj( Manubens y cois, 1995; Lobo y cois., 
1995; Vilalta-Franch y cois., 2000). Además, se espera que alrededor del 2030 aumente mucho 
la población mayor de 65 años, ya que llega a la senescencia la_generación de la natalidad alta
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en nuestro país. También se espera que disminuyan las muertes debidas a otras causas. Además, 
el segmento de población en el que el crecimiento es más rápido corresponde a los mayores de 
80 años. Todo ello hace prever que aumente significativamente el número de personas que van a 
verse afectadas por esta enfermedad. A todo esto hay que sumar el hecho de que la mayoría de 
los enfermos son cuidados en casa y aun así el coste en Estados Unidos de los cuidados 
institucionales en 1994 de los enfermos de Alzheimer, ascendió a 110 billones de dólares. Por 
ello, se espera que la E.A. sea el mayor problema de salud pública para las naciones 
desarrolladas o en vías de desarrollo.
Figura 16. Predominio de la E.A. sobre el total de las demencias.
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5.3. Patología
Las lesiones presentes en el cerebro enfermo son placas seniles neuríticas y ovillos 
neurofibrilares, descritas ya por Alzheimer en 1907 (Alzheimer, 1907).
Una presentación patológica similar se da en los enfermos de Síndrome de Down, así 
como en una gran cantidad de ancianos no dementes usados como control. Se cree que podrían 
estar en un estado pre-clínico de Enfermedad de Alzheimer (Dickson y cois., 1992). Las 
regiones susceptibles son idénticas también a las que aparecen en el Síndrome de Down. Se dan 
en regiones de asociación del cortex cerebral y en los lóbulos temporal medial, por ejemplo 
hipocampo y en el núcleo amigdaloidey  en el núcleo hipocámpico. Las lesiones más tempranas 
se localizan en las regiones hipocampal y amigdaloide (Ball, 1977).
La cantidad de placas seniles o de ovillos neurofibrilares no está correlacionado con el 
grado de demencia. En cambio, pérdida de neuronas piramidales (Mann y cois., 1988) o
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indicadores de la cantidad neuronal, como pérdida de sinapsis (Masliah y cols.„ 1990) parecen 
correlacionarse bien con el declive de las funciones cognitivas.
Por lo tanto, parece que la función neuronal está más conprometida que la formación de 
las lesiones o la muerte neuronal.
5.3.1. Hipótesis planteadas.
La etiología y la patogenia de esta enfermedad constituye aun hoy en día un verdadero 
rompecabezas. La hipótesis de la cascada amiloide es hoy en día la más aceptada y se basa en el 
procesado aberrante de la proteína precursora del péptido p- amiloide en la célula (figura 17). 
Más tarde lo explicaremos con más detalle j>or su relevancia.
Figura 17. La hipótesis de la cascada del amiloide.
El papel de los genes es indiscutible. Las mutaciones en los genes del precursor de la
Las mutaciones en estos 3 genes comparten el hecho común de promover la amiloidogénesis de 
la proteína p- amiloide. El polimorfismo e4 predispone para la aparición de E.A. tanto de 
presentación familiar como esporádica. También hay otros genes implicados como: IL-1, la a- 
1- antiquimotripsina, el antígeno HLA-A2, la lipoproteína de muy baja densidad, el LRP, la 
butirilcolinesterasa y un polimorfismo en la enzima convertidora de angiotensina (Du y cois., 
2000).
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protema p- amiloide y en los de las presenilinas 1 y 2 producen la forma autosómica dominante.
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Los genes interactúan epistáticamente y con los factores ambientales. Estos a su vez, 
pueden promover la actuación de los factores de predisposición genética.
Se han descrito varios factores ambientales de riesgo: los de naturaleza vascular, 
infección por el virus herpes 1 simple, antecedentes de depresión, traumatismo craneal grave, 
exposición a campos magnéticos, bqjo_perímetro cefálico, exposición al aluminio en la dieta, 
bajo nivel socioeconómico, pocos años de escoralización o analfabetismo, deficiente estado 
nutritivo, escasa actividad física, citomegalovirus, exposición a tuberculosis en la vida adulta, 
presencia de espiroquetas en el cerebro, presencia de clamidia, etc. (Percy y cois., 2000).
En el cerebro afectado de E.A. hay una denervación colinérgica selectiva, un 
desequilibrio en la acción de neurotrofínas, un depósito de 0- amiloide, un proceso de 
hiperfosforilación de la proteína tau_y una neuroinflamación. Existen 2 hipótesis_para explicar 
estas anormalidaddes: la hipótesis de la alteración metabólica de Roses y la de la excesiva 
neuroplasticidad de Mesulam. El_primero sostiene que las ^placas seniles y los ovillos 
neurofibrilares típicos de la E.A. son sólo las huellas que deja la enfermedad (Roses, 2000) y 
son mera consecuencia de alteraciones metabólicas subyacentes, no mensurables, que actúan 
durante décadas, dando lugar a los síntomas en edaddes variables de inicio según nuestra 
capacidad de observación (Reiman y  cols„ 1996; Roses, 1997). La 2a hipótesis especula con la 
posibilidad de que una alteración prolongada de la plasticidad neural puede ser el común 
denominador, el fenómeno subyacente compartido entre los mecanismos de depósito de p- 
amiloide y la formación de ovillos neurofibrilares (Mesulam, 2000). Esta teoría defiende que 
todos los factores promotores de E.A. comparten el hecho de interferir en los mecanismos de 
neuroplasticidad en condiciones normales. Las neuronas estarían sometidas a un exceso de 
trabajo para cumplir con las necesidades neurqplasticas en los axones_y dendritas. Con el paso 
de los años estos procesos compensatorios conducirían a niveles insostenibles de actividad 
plástica celular, lo que desencadenaría los acontecimientos neuropatológicos.
Está fuertemente argumentado que el estrés oxidativo es un proceso patológico clave en 
la patogenia de la E.A. (Cross y  cois., 1987). Por su importancia en esta tesis doctoral 
desarrollaremos el tema más ampliamente más adelante.
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En el esquema siguiente se resumen las hipótesis y cascadas patogénicas de la E.A.
A
GENES
Neuroinflamación
AMBIENTE
PLACA NEURÍTICA
Depósito de 
p- amiloide
Hiperfosforilación
detau
OVILLO NEUROFIBRILAR
Denervación 
colinérgica fallo 
neurotrofmas
ESTRÉS OXIDATIVO
SIGNOS Y SÍNTOMAS DE LA ENFERMEDAD
ALTERACIÓN METABÓLICA 
EXCESIVA NEUROPLASTICIDAD
LESIÓN NEURÍTICA, PÉRDIDA SINÁPTICA, MUERTE NEURONAL
El déficit colinérgico origina por sí mismo síntomas de la enfermedad, la falta de 
memoria semántica. Los fallos de las neurotrofínas facilitan la denervación colinérgica, las 
lesiones neuríticas y la pérdida sinóptica, preludio de muerte neuronal. Este mismo trastorno 
contribuye al depósito de 0- amiloide. Este acumulo de p- amiloide es responsable de la 
formación de las placas seniles al tiempo que genera un estrés oxidativo. El acúmulo de p- 
amiloide pone en marcha la hiperfosforilación de tau por fallo de la fosfatasa correspondiente, 
apareciendo los ovillos neurofibrilares. Tanto las placas seniles, como los ovillos producen una 
reacción neuroinflamatoria con activación glial y astrocitosis reactiva. Las placas y los ovillos 
determinan estrés oxidativo que conduce a las lesiones dendríticas y axonales, pérdida sinóptica 
y muerte neuronal. Las placas y los ovillos intensifican el estrés oxidativo. Las lesiones 
neuríticas, sinópticas y neuronales aumentan la rección inflamatoria. En última instancia, las 
placas y los ovillos determinan la agresión neuronal letal, produciendo neuritas distróficas y 
pérdida de sinápsis.
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5.3.2. Placas seniles
Las placas seniles son lesiones esféricas extracelulares de 10 a 200 pm de diámetro. 
Contienen la mayoría del material deproteína inmunorreactiva J3 - amiloide característica de la 
enfermedad. Se distribuyen sobre todo en la corteza cerebral, concretamente en corteza 
frontotemporal e hipocámpica. Están formadasj)or un núcleo central de filamentos de proteína 
P - amiloide que irradian desde el centro, dando lugar a una estructura en forma estrellada 
(Kidal, 1964). El núcleo se rodea de sinapsis distrófícas_y axones con la membrana alterada, 
proteína P - amiloide y el precursor p - amiloide, así como x y proteínas neurofilamentosas. 
(Allsop y cois., 1986; Selkoey cois., 1988; Perryycols., 1988).
La presencia de proteína x en las neuritas es característica del Alzheimer, no 
encontrándose en controles de edad avanzada jQBarcikowskap cois.,, 1989; Arai y cois., 1990; 
Cras y cois., 1991).
5.3.3. Ovillos neurofibrilares
Los ovillos neurofibrilares corresponden a la lesión microscópica mayor de la E.A. y 
también se localizan en corteza cerebral, predominantemente en neuronas piramidales. Con 
análisis de difracción de rayos X se ve que presentan una estructura p - cruzada (Kirschner y 
cois., 1986). Clásicamente fueron descritos comopares de filamentos helicoidales compuestos 
por 2 filamentos helicoidales axiales opuestos (Kidal, 1964; Terry y cois., 1964). Cada 
filamento está compuesto por 2 ó 4protofílamentos (Wisniewski_y Wen, 1985). Aunque sus 
componentes bioquímicos no están claros y son tema de controversia, está bastante aceptado 
que el elemento proteínico más abundante en los ovillos neurofibrilares son los microtúbulos 
asociados a proteína x.
Los ovillos neurofibrilares no son exclusivos de la E.A. Se asocian a la Enfermedad de 
Parkinson postencefálica, complejo de demenciaparkinsoniana de Guam, Síndrome de Down, 
Parálisis supranuclear progresiva y demencia pugilística, así como en envejecimiento en algunos 
casos (Wisniewski y cois., 1979)
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5.3.4. Proteínas patológicas
5.3.4.I. Precursor de la Proteína 3 -amiloide (Ppp)
El mayor componente proteico de las placas seniles y del amiloide vascular es un 
polipéptido pequeño de 4.2 KDa de peso molecular llamado p -amiloide (Glenner y Wong, 1984 
a). Los estudios de genética molecular han demostrado que forma parte de un precursor más 
grande (PPP) codificado en el cromosoma 21. Por tanto, la proteína P- amiloide proviene del 
corte del precursor pPP y es el péptido que formará los depósitos vasculares y parenquimales.
Aunque el papel biológico preciso del PPP es desconocido, los científicos saben que es 
una proteína de entre 665 y 770 aminoácidos de longitud que atraviesa la membrana externa 
celular, dejando un fragmento corto en la cara intracelular y un fragmento más largo en el 
espacio extracelular. Por su parte, el péptido p-amiloide procede del corte de la sección del PPP 
que cruza la membrana celular. El trabajo de varios laboratorios ha revelado que a lo largo de 
su vida, el pPP puede procesarse de 2 maneras posibles. En uno de los procesos, la proteína es 
cortada primero por una proteasa llamada a-secretasa. Los investigadores comúnmente se 
refieren a esta enzima como “putativa”, ya que se asume que existe y hay muchas evidencias de 
que así es, pero no ha podido ser aislada hasta el momento. Después actúa otra enzima, llamada 
y-secretasa, que produce un 2o corte. Estos 2 cortes juntos dan lugar a un fragmento peptídico 
inofensivo llamado p3.
pPP puede ser procesado por medio de otra vía en 2 pasos. Primero, un enzima llamado 
p-secretasa, corta la proteína. La y-secretasa puede cortar de nuevo a una de las piezas 
resultantes, llamada fragmento C99-PPP, dando lugar al conocido péptido p-amiloide. Si bien la 
a-secretasa es todavía desconocida, en los últimos años varios grupos han conseguido 
identificar las enzimas P y y-secretasas (Sinha y cois., 1999; Yan y cois., 1999; Marshall, 1999; 
Hussain y cois., 1999; Vassar y cois., 1999; Li y cois., 2000).
Bajo condiciones normales, el péptido p-amiloide contiene 40 aminoácidos. Pero una 
pequeña parte de ellos, menos del 10%, tienen 2 aminoácidos extra. Peter T, Lansbury y Bruce 
Yankner, así como Paul E. Fraser y Joane McLaurin de la Universidad de Toronto, además de
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otros, han mostrado que esta forma ligeramente más larga es la que da lugar a las placas seniles 
y la que tiene un efecto tóxico directo sobre las neuronas.
Figura 18. Presentación esquemática del procesamiento de la proteína precursora 
del P- amiloide.
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Los científicos se centran ahora en saber cómo la versión de 42 aminoácidos daña las
células nerviosas, pero estudios preliminares sugieren que actúa por medio de varios caminos.
Primero, el péptido parece distorsionar la regulación de calcio, que puede dar lugar a la muerte 
celular. Segundo, podría dañar la mitocondria, causando la liberación de radicales libres, los 
cuales dañan proteínas, lípidos y DNA. Finalmente, existen evidencias de que el péptido de 42 
aminoácidos y el daño que provoca podrían causar la salida de compuestos celulares. Así, 
atraerían a las células inmunes, que provocarían una respuesta inflamatoria, que podría 
exacerbar otros daños iniciados por el péptido, creando un círculo vicioso de daño en escala.
No se conoce la función fisiológica del pPP en el organismo. Los mRNAs de pPP de
rata y seres humanos presentan un 97% de homología, lo cual indica que se halla muy
conservado y que podría desempeñar un papel importante en la célula (Shivers y cois., 1988). 
Entre las posibles funciones fisiológicas que podría desempeñar se han propuesto las siguientes: 
Salida de ligandos peptídicos (Allsop y cois., 1988)
Regulador del crecimiento celular autocrino (Saitoh y cois., 1989)
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Regulación de proteasa extracelulares (Kitaguchi y cois., 1988)
Contacto-adhesión celular (Shivers y cois., 1988)
Homeostasis citoesquelética (Smith y cois., 1995b)
Receptor celular de superficie (Kang y cois., 1997)
La proteína p-amiloide a su vez, se ha encontrado en muchas patologías neurológicas 
como pueden ser:
Angiopatía amiloide cerebral esporádica (Coria y cois., 1987)
Enfermedad de Dutch (van Duinen y cois., 1987)
Síndrome de Down (Glenner y Wong, 1984b; Masters y cois., 1985 a)
Así como, en el proceso de envejecimiento “normal”.
5.3.2. Proteína x
Se trata de un grupo de polipéptidos de 45 a 65 kDa de peso molecular, encontrados en 
asociación a microtúbulos y que representan el componente mayoritario de los filamentos 
helicoidales apareados (Iqbal y cois., 1984; Kondo y cois., 1988; Wischik y cois., 1988 a).
La proteína x que se asocia a los filamentos helicoidales apareados está altamente 
fosforilada (Grundke-Iqbal y cois.,, 1986), ubiquitinizada (Perry y cois., 1987b; Morishima- 
Kawashima y cois., 1993), glicosilada (Wang y cois., 1996) y gücada (Ledesman y cois., 1994; 
Smith y cois., 1994 a; Yan y cois., 1994). La proteína x fosforilada se ha encontrado también en 
ancianos controles no dementes, que presumiblemente hubieran desarrollado Alzheimer de vivir 
más (Bancher y cois., 1989). El estatus fosforilado de x, es uno de los cambios neuronales más 
tempranos anteriores al desarrollo de los ovillos neurofibrilares. x fosforilada no es capaz de 
ensamblarse a los microtúlos, lo cual podría comprometer el transporte en la neurona y 
consecuentemente dar lugar a la disfimción neuronal (Lindwall y Colé, 1984; Iqbal y cois., 
1994; Alonso y cois., 1996).
5.3.3. Proteasas e inhibidores de proteasas.
Aunque se han encontrado muchas proteasas e inhibidores de proteasas involucrados en 
la E.A., una de las moléculas mejor estudiadas es la ubiquitina. Es una proteína de 76
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aminoácidos presente en todas las células Eucarióticas y  su función está implicada en la 
proteolisis extralisosomal, degradación de proteínas lisosomales, actividad proteolítica 
intrínseca y también se acompleja con numerosas proteínas celulares como las histonas H2A/B 
y algunos receptores. En la E.A. se ha encontrado en asociación con los ovillos neurofibrilares 
(Mori y cois., 1987; Perry y cois., 1987b) y  en la degeneración granulovacuolar (Lowe y cois., 
1988), lo cual sugiere que las neuronas comienzan a estar crónicamente estresadas por la 
acumulación de proteínas fosforiladas (Mayer y cois., 1989).
Unas proteasas de gran importancia en la Enfermedad de Alzheimer son las ya 
mencionadas, a-, p-, y y -secretasas (Revisión en St. George-Hyslop, 2000), responsables del 
procesado del pPP para dar lugar al p-amiloide.
5.4. Etiología de la E.A.
5.4.1. Edad
Un aspecto a menudo olvidado es que la edad representa el mayor factor de riesgo en la 
etiología de la Enfermedad de Alzheimer (Figura 17). Además, aunque hay una predisposición 
genética individual, la enfermedad raramente aparece antes de los 55 años. Por lo tanto, a pesar 
de que uno esté predispuesto ^genéticamente o no, el envejecimiento es un factor esencial en la 
enfermedad, sugiriendo contundentemente que los procesos relacionados con la edad están 
involucrados en .el desarrollo -de Ja misma. -No .sólo Jos casos de E.A. aumentan oon el 
envejecimiento, sino que esta relación se da en otras enfermedades crónicas como otras 
enfermedades neurodegenerativas, el cáncer, la arteriesclerosis, la artritis y el efísema, 
indicando la posibilidad de que tengan etiologías comunes con consecuencias diversas.
Figura 17. Prevalencia de la E.A. con la edad
ni 60
Q.
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5.4.2. Genética
Se ha descubierto que una gran proporción de individuos que padecen E.A. presenta un 
componente genético clave; familiares de primer grado de los pacientes de Alzheimer tienen 
una incidencia más alta que la población general, y entre un 15 y un 35% de los pacientes con 
E.A. tienen parientes de primer grado afectados (Breiner y Folstein, 1984). Más aún, se ha 
publicado que algunas familias presentan transmisión autosómica dominante, por ejemplo en la 
Enfermedad de Alzheimer Familiar (St. George-Hyslop y cois., 1987).
Usando la distinción arbitraria tradicional entre aparición temprana (< 65 años) y tardía 
(> 65 años), se ha demostrado que la forma familiar temprana de la enfermedad tiende a ser más 
agresiva (Bondareff y cois., 1987), y hay formas familiares particulares que tienen una edad 
característica de aparición (Tanzi y cois., 1996).
En la siguiente tabla se muestran un número de loci genéticos relacionados con la E.A. 
familiar:
Tabla 6. Loci genéticos conocidos que intervienen en la Enfermedad de ALzheimer
TIPO CROMOSOMA EDAD
I. Familiar y esporádica de aparición 19
tardia; Asociada al alelo Apo E
• ' -
H . Familiar y esporádica de aparición Desconocido Desconocido >  70
tardia-, No asociada al alelo Apo E
III. Herencia autosomtca dominante
familiar de aparición temprana
IV.
familiar de aparición temprana
_ _ _ _ _ _ _ _ _  . . .      ______-----------
5.4.2.I. Cromosoma 21
El precursor de la proteína p-amiloide (PPP), es codificado por un gen que se 
halla en el segmento proximal (21ql 1-22) del cromosoma 21 (St. George-Hyslop y 
cois., 1987; Tanzi y cois., 1987). La localización del gen pPP en el cromosoma 21 
puede proveer de un vínculo entre la patología observada en individuos con Síndrome
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de Down (trisomía 21) y la encontrada en la E.A. (Schweber, 1985). Además, los 
ratones transgénicos que expresan (3PP mutada forman placas seniles y muestran 
déficits sinápticos, lo cual indica unjsajjel patogénico clave para el pPP mutado (Games 
y cois., 1995; Hsiao y cois., 1996).
5.4.2.2. Cromosoma 19
Uno de los mayores factores de riesgo para desarrollar la E.A. es ser portador de un 
alelo E4 de la apolipoproteína E ©a estado homocigótico o heterocigótico (Corder y cois., 1993) 
(Figura 18). La apolipoproteína E es una proteína sérica transportadora de colesterol (Mahley, 
1988). Los mecanismos por los cuales influye en lapatqgénesis de la E.A. no se conocen; sin 
embargo, esta proteína puede encontrarse tanto en las placas seniles como en los ovillos 
neurofibrilares (Namba y cois., 1991; Wisnieswski_y Frangione, 1992). Se ha sugerido que el 
riesgo diferencial a contraer la enfermedad que se posee por los genotipos de apolipoproteína es 
mediado, en parte, por la interacción de las apolipqproteínas con otras proteínas involucradas en 
la patogénesis de la E.A., incluidas % y p-amiloide (Strittmatter y cois., 1993; Richey y cois.,
1995). Además, la apolipoproteína E elimina la neurotoxicidad del p-amiloide en cultivos de 
células de hipocampo (Whitson y cois., 1994).
Es interesante que el estrés oxidativo, la hipótesis más fundamentada esperimentalmente 
para explicar la etiología de la E.A.., podría ser importante en la acción de la apolipoproteína E, 
ya que la formación de complejos_p-amiloide-apolipoproteína E aumenta en tampón oxigenado 
y son completamente eliminados bajo condiciones reductoras (Strittmatter y cois., 1993). 
Además, las formas oxidadas de apolipoproteína s4 forman complejos con p-amiloide a niveles 
significativamente más elevados que con apolipoproteína s3, en condiciones similares. Por lo 
tanto, la oxidación de la apolipoproteína E, sola o unida a laproteína p-amiloide, podría afectar 
a la afinidad por el receptor y/o_a otras interacciones catabólicas, por mecanismos análogos a la 
oxidación de lipoproteínas de baja densidad en enfermedades renales diabéticas (Gupta y cois., 
1992).
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5.4.2.3. Cromosoma 14-Cromosoma 1
La mayoría (cerca del 70%) de los casos de E.A. familiar de comienzo temprano se 
asocian a mutaciones en 2 genes, presenilina 1 y  presenilina 2, localizados en los cromosomas 
14 y 1, respectivamente (Sherrington y cois., 1995; Levy-Lehad y cois., 1995).
Figura 18. Influencia del genotipo apolipoproteína E como factor de riesgo para el 
desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer (Roses, 1994)
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Existe una homología considerable entre los productos de estos genes. Son proteínas 
transmembrana de 463 y 448 aminoácidos, respectivamente, que contienen de 6 a 9 dominios 
hidrofóbicos transmembrana (Sherrington y cois., 1995; Rogaev y cois., 1995). Hay que 
destacar que todas las mutaciones encontradas se hallan en lugares que son homólogos entre las 
2 proteínas, y corresponden a porciones que atraviesan la membrana (revisión en Tanzi y cois.,
1996).
Las funciones fisiológicas de las presenilinas 1 y 2 no se conocen, aunque por 
homología con un receptor Notch encontrado en Caenorhabditis elegans (SEL-12), indica su
69
Introducción
papel como receptor de membrana (Sherrington y cois., 1995). Sin embargo, también podría ser 
un canal iónico, una protema procesadora, o tener función de tráfico celular. En la E. A. Se sabe 
que mutaciones en estos genes precipitan el desarrollo de la enfermedad afectando al procesado 
del pPP (Duff y cois., 1996; Citrón, y cois., 1997).
5.4.3. Otros factores
5.4.3.1. Educación
El bajo nivel de educación podría (Katzman, 1993; The Canadian Study of Health and 
Disease, 1994) o no podría (Beard y cois., 1992; Bonaiutoy cois., 1995) ser un factor de riesgo 
significativo para la E.A. La relación entre incidencia de E.A. y baja educación podría deberse 
en realidad a malos hábitos dietéticos, a la ocupación del paciente o al grupo socioeconómico al 
que pertenece.
5.4.3.2. Fármacos antiinflamatorios
Hay evidencias que apuntan que los tratamientos a largo plazo con fármacos 
antiinflamatorios, incluidos los no esteroideos, pueden proteger contra el desarrollo de E.A., tal 
y como se demostró en un estudio realizado enjsacientes con artritis reumatoide (Jenkinson y 
cois., 1989; McGeer y cois., 1990; The Canadian Study of Health and Disease, 1994). Además, 
hay estudios clínicos que han demostrado _que los individuos q^ue tomaban antiinflamatorios 
reducían el riesgo de desarrollar E.A. (Stewart y cois., 1977) y pacientes que padecían ya la 
enfermedad y que tomaban fármacos antiinflamatorios realizaban mejor los tests 
neuropsicológicos, incluido el Mini Mental Status Examination (Rogers y cois., 1993; Rich y 
cois., 1995). Por lo tanto, los fármacos antiinflamatorios ^ parecen disminuir la incidencia, así 
como la progresión de la E.A., lo cual sugiere la posibilidad de que la inflamación pueda jugar 
un papel importante en la etiología de la enfermedad.
5.4.3.3.Trauma craneal
El riesgo de E.A. atribuible al trauma craneal, podría ser superior al 15% (Graves y 
cois., 1990). Los boxeadores, que han sido objeto de repetidos traumas craneales, a menudo 
desarrollan una condición neuropatológica que termina en demencia. La anatomía patológica
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postmortem revela la existencia de ovillos neurofíbrilares idénticos a los de la E.A. (Roberts, 
1988).
5.4.3.4. Tabaquismo
Algunos estudios, como el de Brenner y colaboradores (Brenner y cois., 1993), han 
demostrado la relación negativa entre el tabaquismo^ la E.A. ELposible mecanismo podría estar 
relacionado con la estimulación de las neuronas nicotínicas, las cuales se ven disminuidas en los 
pacientes con E.A. (Nordbergy Winbald, 1986) u otra estimulación, como la inducción de 
enzimas antioxidantes protectoras.
5.4.3.5. Metales
Tanto el hierro, como el cobre, aluminio, mercurio y zinc, se han relacionado con la 
E.A. La concentración de aluminio se ha jpropuesto como un factor causal de la E.A., al 
observar que induce cambios neurofíbrilares, probablemente interfiriendo en el transporte 
axonal de neurofílamentos (Klatzo y  cois., 1965; Terry_y Peña, 1965). Sin embargo, al estudiar 
la cantidad de aluminio presente por zonas cerebrales, se ha visto que no se halla ©a cantidades 
elevadas en aquellas zonas especialmente vulnerables a cambios neuropatológicos (Bjertness y 
cois., 1996). i
La concentración de hierro en los cerebros de enfermos de Alzheimer es más elevada. 
Se ha encontrado hierro, transferrina__y ferritina en l a s l acas  seniles (Loeffler y cois, 1995; 
Markesberry, 1997) y se ha visto que la distribución de hierro es la misma que la de las placas 
seniles y los ovillos neurofíbrilares _(Smith_y cois.., 1997). El hierro podría intervenir en la 
relación entre el estrés oxidativo y la E.A., ya que por medio de la reacción de Fenton y la de 
Haber-Weiss es un generador de radicales libres.
El cobre podría estar relacionado con la E.A. por un lado, porque es un catalizador de la 
producción de ROS y por otro, porque existen datos de que la molécula pPP contiene sitios de 
unión al cobre (Multhaup y cois., 1996; 1997; 1998). La unión del Cu(ü) al PPP llevaría a la 
oxidación de las cisternas 144 y  158, reduciéndose el CU(II) a Cu(I) y el electrón restante 
podría dar lugar a radicales libres.
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El Zn(II) se une también al pPP, modulando las propiedades funcionales del pPP, como 
inhibir la rotura del PPP por las a-secretasas y aumentar su unión a la heparina.
5..5. Estrés oxidativo y Alzheimer
Una de las teorías planteadas para explicar los cambios que se observan tanto a nivel 
neuronal como sinóptico en la E.A. y otras enfermedades neurodegenerativas, es la teoría del 
estrés oxidativo (Cross y cois., 1987). Concretamente, en la E.A. se han descrito un número 
elevado de modificaciones indicativas de estrés oxidativo asociadas con neuronas, ovillos 
neurofíbrilares y placas seniles. Entre estas modificaciones se incluye:
• Productos finales de glicación avanzada
• Nitración
• Productos finales de lipoperoxidación avanzada
• Proteínas neurofilamentosas con carbonilos modificados,
• Carbonilos libres (Smith y cois., 1991, 1994, 1995b, 1996, 1997; Sayre y cois.,
1997).
Estos compuestos permiten dar una explicación bioquímica a la insolubilidad de las 
lesiones patológicas ya que favorerecerían los entrecruzamientos proteicos, (Smith y cois., 
1995, 1996). Un dato clave es que los fármacos antiinflamatorios, agentes que presentan gran 
parte de su actividad como inhibidores de la formación de radicales libres, reducen tanto la 
incidencia como la progresión de la E.A. (McGeer y Rogers, 1992; Rogers y cois., 1993; Rich y 
cois., 1995).
La abundancia de lisina en la proteína x y en los neurofilamentos, puede hacer que las 
proteínas del citoesqueleto sean particularmente sensibles al estrés oxidativo. Además, se sabe 
que los pares de filamentos helicoidales son fuente de estrés oxidativo (Yan y cois, 1994, 1995) 
y que se encuentra más a menudo en neuritas con anormalidades en la membrana, lo cual es 
indicativo de peroxidación lipídica (Praprotnik y cois, 1996). En un trabajo realizado con ratas 
deficientes en vitamina E, se conprobaba que los animales desarrollaban zonas con neuritas 
distróficas análogas a aquellas asociadas a las placas seniles de la E.A. (Lampert y cois., 1964),
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lo cual puede ser consecuencia de un estrés oxidativo en el tejido (Hubet y cois., 1989; 
Andersen y cois., 1994; Dexter y cois., 1994; Heslop y cois., 1996).
Existe evidencia de que el daño neuronal causado por el p- amiloide es mediado por 
radicales libres (Behl y cois., 1992). Además, las placas seniles van acompañadas de microglía, 
los macrófagos cerebrales, que cuando están activados producen radicales libres (Colton y 
Gilbert, 1987) y por otra parte, los ovillos neurofíbrilares y las placas seniles contienen 
abundante hierro (Good y cois., 1992) que es crítico en el inicio de la formación de radicales 
libres.
Un hecho importante es que el estrés oxidativo regula la producción de precursor de P- 
proteína y de P- amiloide (Yan y cois., 1995), indicando una relación feedback positiva entre el 
estrés oxidativo y los depósitos de p- amiloide.
El cerebro responde a las oxidaciones en parte a través de la activación del factor 
transcripcional NFkB (Schreck y cois., 1991), en parte a través de la inducción de enzimas 
antioxidantes específicos. Así, se ha visto un aumento de SOD y hemo oxigenasa-1 asociadas a 
los ovillos neurofíbrilares (Pappolla y cois., 1992; Smith y cois., 1994b; Futura y cois., 1995).
Por último, cabe destacar que el estrés oxidativo es un contribuyente muy temprano en 
la E.A., ya que los cambios neuronales y patológicos tempranos de la enfermedad, lo muestran 
(Smith y cois., 1994, 1995b, 1996, 1997; Sayre y cois., 1997).
5.5.1. La mitocondria y La E.A.
En varios estudios se ha comprobado que las mitocondrias cerebrales de enfermos de 
E.A. producen más radicales übres que las de los controles. También se han visto niveles bajos 
de fosforilación oxidativa que dan lugar a déficits energéticos en estas mitocondrias (Beal,
1998). Se ha visto que los enfermos de Alzheimer poseen actividades citocromo C-oxidasa en el 
complejo 4 de la cadena de transporte, más baja de lo normal (Beal, 1995). También se han 
encontrado niveles inferiores a los normales del mRNA de las subunidades 1 y 3 de este enzima 
(Chandrasekaran y cois., 1994), de hecho los niveles de cotocromo C-oxidasa son normales, no
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así los niveles de su actividad (Parker y cois., 1995). Así mismo, se ha demostrado que este 
defecto en la actividad del enzima produce cantidades altas de radicales libres (Lakis y cois.,
1995). Recientemente, la hipótesis de la unión entre la función mitocondrial y la citocormo C- 
oxidasa, ha sido corroborada por el descubrimiento de mutaciones en los genes citocromo C- 
oxidasa en la E.A. tardía (Davies y cois., 1997). Estos autores encontraron varios polimorfismos 
en el DNA en COI y C02, las 2 subunidades del enzima codificadas por el DNA mitocondrial y 
no por el nuclear.
Los defectos en la mitocondria podrían influir en la E.A. de 2 formas distintas: 
produciendo radicales libres destructivos y reduciendo las fuentes energéticas. La pérdida lenta 
de metabolismo energético en la E.A. ha sido ampliamente estudiada en el complejo piruvato 
deshidrogenasa (lipoamida), en la oxoglutarato deshidrogenasa (lipoamida) y en las enzimas de 
fosforilación oxidativa (Blass, 1996: Shoffher, 1997). Se ha encontrado una reducción del 50% 
en la actividad oxoglutarato deshidrogenasa medida in vitro en fibroblastos de E.A. (Sheu y 
cois., 1994) y en tomografías de emisión positrónica tomadas in vivo en pacientes de Alzheimer, 
se ha visto una reducción de la concentración de glucosa metabólica cerebral que se 
correlacionaba con la severidad de la demencia (Rapoport, 1991). Los autores proponen que al 
haber menos requerimientos energéticos neuronales causados por el daño sinóptico, podría 
haber una infrarregulacíón gálica de la citocromo C-oxidasa.
5.6. Papel de los antioxidantes en la Enfermedad de Alzheimer.
En un estudio realizado en 10 pacientes con E.A. y 10 pacientes con demencia 
multiinfarto se observó que los niveles séricos de vitamina E y P-caroteno eran 
significativamente más bajos en ambos grupos que en los controles y las concentraciones séricas 
de vitamina A fueron significativamente más bajas sólo en los pacientes con E.A. (La Rué y 
cois., 1997).
Un estudio realizado muy recientemente, muestra que un grupo de individuos mayores 
de 65 años no dementes, suplementados en su dieta con vitamina A, B6, E y p- carotenos 
mejorare» sus funciones cognitivas deforma significativa (Chandra, 2001).
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También se ha visto que los daños causados por un estrés oxidativo están implicados en 
la pérdida de funciones cognitivas relacionadas con el proceso de envejecimiento (Jama y cois.,
1996) y desarrollo de alteraciones neurodegenerativas. Un estudio realizado con ratas viejas 
evaluó el efecto que ciertos antioxidantes (vitamina E, vitamina C y compuesto PBN) producían 
sobre los efectos cognitivos relacionados con la edad. Depués de 2 meses, las ratas tratadas 
tuvieron una mayor velocidad de adquisición o aprendizaje a i pruebas de laberinto acuoso, en 
comparación con las ratas no tratadas. Los animales tratados con antioxidantes también 
presentaron una mayor retención de memoria en las pruebas del laberinto frente a los animales 
control (Socciy cois., 1995).
En otro estudio reciente, se ha demostrado que la suplementación con vitaminas E y C 
en pacientes de E.A., aumentaron los niveles de ambas tanto en plasma como en el fluido 
cerebroespinal y que conseguían disminuir la oxidación de lipoproteínas in vitro (Kontush y 
cois., 2001).
5.6.1. Vitamina E, selegilina y E.A.
En el año 1997 se publicó en el New England Journal o f Medicine un estudio 
multicéntrico a doble ciego. En él se quería determinar si los medicamentos y vitaminas 
antioxidantes que incrementan los niveles de catecdammas en el cerebro y protegen contra el 
daño oxidativo, j>uede reducir el daño en las neuronas cerebrales y  disminuir el avance de la 
E.A. Se utilizaron un total de 341 pacientes con E. A. de severidad moderada, reclutados de 23 
centros distintos. Como tratamiento se suministraron 2000 U.I. por día de vitamina E, 10 mg al 
día de el fármaco selegilina, ambas a la vez o placebo. El tratamiento con vitamina E, selegilina 
o ambas fue beneficioso para retardar los primeros efectos del avance de la enfermedad. El riego 
de llegar al punto terminal primario fue 53% más bajo en el grupo con vitamina E, 43% más 
bajo en el grupo tratado con selegilina y  31% más bajo en el grupo de terapia combinada, 
comparando con el grupo que tomaba placebo. El tiempo transcurrido hasta alcanzar un punto 
terminal primario se incrementó 230 días en el grupo con vitamina E, 215 días en el grupo que 
tomaban selegilina y 145 días en el de terapia combinada. Durante el periodo de estudio el 
porcentaje de pacientes que requirieron ser internados en una institución o que perdió la
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capacidad para realizar actividades de la vida diaria, fue más bajo en el grupo con vitamina E, 
dándose el número más alto en el grupo que tomaban placebo.
Figura 19. Estudio del efecto de la selegilina, la vitamina E o ambas en enfermos de E.A.
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Los investigadores concluyen que tanto la vitamina E como la selegilina retardan el 
deterioro funcional, como se refleja en el índice de intemamientos en instituciones, y debe de 
ser considerado como tratamiento en demencias de tipo moderado (Sano y cois., 1997).
Una editorial que acompaña al estudio hace constar que aquellas personas a cargo de 
pacientes con E.A. deben probar la vitamina E o selegilina con base a los resultados de la 
investigación (Drachman y Leber, 1997).
Las directrices nuevas de la práctica clínica de la Asociación Americana de Psiquiatría 
también recomiendan considerar el uso de vitamina E o selegilina en pacientes con E.A. 
moderada a fin de retardar el deterioro mental generado por la E.A. y otras demencias que se 
presentan en personas de la tercera edad.
5.6.2. Ginkgo biloba y E.A.
EGb 761 ejerce un efecto protector sobre el metabolismo energético de las células 
neuronales bajo condiciones de fosforilación oxidativa dañada (Karcher y cois., 1984; Le 
Poncin Lafítte y cois, 1980; Spynnewyn y cois., 1986) y actúa como un potente secuestrador de 
radicales libres (Barth y cois., 1991; Pincemail y cois., 1989) que previene la peroxidación 
lipfclica en las membranas debida a la acción de ROS (Dormán y cois., 1992; Dumont y cois.,
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1992). Parece también que otra diana de actuación del EGb 761 es sobre el sistema colinérgico. 
Se ha comprobado experimentalmente que la droga produce el aumento de densidad de 
receptores muscarínicos corticales (Taylor, 1995J, así como favorece el paso de colina a 
acetilcolina en neuronas hipocampales (Kristofiková y cois., 1992).
El uso de este extracto seco estandarizado de las hojas del Girikgo biloba también ha 
logrado una mejora significativa de los síntomas de demencia degenerativa primaria en estudios 
doble ciego con placebos controlados (Weitbrecht y  Jansen, 1986). Se ha comprobado una 
mejoría de la memoria y atención en los pacientes tras 3 meses de tratamiento, así como 
evidencias electroencefalográfícas de efecto local en el sistema nervioso central (Maurer y cois.,
1997).
La eficacia en la E.A. del EGb 761 se ha estudiado también por 2 grupos de 
investigación clínica en Alemania (Kanowski y  cois., 1996) y  en Estados Unidos (Le Bars y 
cois., 1997). Ambos estudios concluyen que existe un efecto positivo en los índices cognitivos, 
similares a los resultados obtenidos previamente con anticolinesterásicos. Una revisión escrita a 
partir de los resultados recopilados de unos 30 artículos, muestra que existe un pequeño, aunque 
significativo efecto de esta droga en las funciones cognitivas en la E.A. (Oken y cois., 1998).
En otoño pasado el NIH concedió 15 millones de dólares para un gran ensayo 
multicéntrico que demuestre la efectividad de este extracto en la_prevención de la demencia en 
los sujetos de mayor edad. La ayuda financiera fue concedida a la Universidad de Pittsburgh y 
otros 3 centros médicos y el investigadorjjrincipal es S.T. Dekosky.
5.7. Terapias
El fármaco más utilizado en la lucha contra el Alzheimer corresponde a los 
acetilcolinesterásicos, cuya acción se centra en inhibir el enzima (la acetilcolinesterasa) que 
degrada la acetilcolina en el cerebro. De esta manera se consigue que las neuronas posean más 
cantidad de este neurotransmisor. ELprimer anticolinesterásico que se describió fue la tacrina en 
1988, que podía mejorar la sintomatología del paciente y fue aprobado en 1993.. A éste le 
siguieron anticolinesterásicos de segunda generación como el donepezilo (1996) y la 
rivastigmina (1998). Los inhibidores de la acetilcolina de tercera generación, como la
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galantamina, con propiedaddes de modulación de receptores nicotínicos, van a estar disponibles 
próximamente. Sin embargo, los campos de la genómica y la proteómica invaden la información 
tecnológica, logrando uhn avance neurocientífíco trascendental en el conocimiento de la E.A.
Hay otros neurotransmisores que también se ven afectados en la E.A.: los índices de 
dopamina, serotonina y glutamato son también menores en ciertas zonas del cerebro. También 
se han desarrollado fármacos que intentan paliar estos déficits. Pero a pesar de que permiten 
mejorar el estado de los pacientes, todos estos tratamientos consiguen retrasar el agravamiento 
de los síntomas, pero no atacan a la degeneración y muerte neuronal.
Como hemos dicho esta muerte se debejDrincipalmente a reacciones causadas por la 
producción de radicales libres y por iones calcio de las propias neuronas o células sanguíneas de 
alrededor. Actualmente, se están desarrollando tratamientos neuroprotectores: anticálcicos, 
factores de crecimiento, etc. Así, el NGF (nerve growth factor) sería un buen candidato. Este 
factor de crecimiento permite en el embrión el crecimiento de las neuronas durante el desarrollo 
del sistema nervioso, y aumentaría la supervivencia de las neuronas en el adulto.
También se ha centrado el interés en el efecto beneficioso de los estrógenos en las 
mujeres. Los estrógenos actúan un poco como el NGF con el cual cooperan: permiten la 
supervivencia de las neuronas aumentando el crecimiento de los axones y el consumo de la 
glucosa, mientras que preservarían la sinapsis.
Otro tratamiento utilizado son los antiinflamatorios no esteroideos como la aspirina, el 
ibuprofeno y el naproxeno. La prednisona, un antiinflamatorio esteroideo también se ha probado 
en la E.A., sin que se haya podido evitar todavía los efectos secundarios inportantes que 
provoca.
Como se ha comentado anteriormente, la vitamina E está siendo utilizada 
terapéuticamente por sus efectos beneficiosos frente a la acición de los peróxidos y porque sus 
pocos efectos secundarios la hacen un candidato idóneo para la suplementación como fármaco o 
en la dieta.
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II. OBJETIVOS
En el presente trabajo nos planteamos el estudio del estrés oxidativo en el 
envejecimiento cerebral usando ratas y seres humanos.
En ratas nos centramos en el papel de la mitocondria en el envejecimiento, siguiendo 
una línea de investigación ya comenzada en nuestro laboratorio con anterioridad. En concreto, 
queríamos estudiar modificaciones oxidativas a nivel de la membrana y de la cadena de 
transporte electrónico. Y si comprobábamos que existían estos cambios, poder evitarlos 
mediante tratamiento antioxidante con el extracto EGb 761 de Ginkgo biloba.
En seres humanos tomamos como modelo de estudio una enfermedad 
neurodegenerativa propia del envejecimiento como es la Enfermedad de Alzheimer. En 
concreto, nosotros nos planteamos si el estrés oxidativo puede reflejarse en sangre y si así nos 
encontramos con un marcador periférico de la enfermedad.
Si encontramos que hay un estrés oxidativo en estos enfermos y que además, se refleja 
en sangre, otro objetivo era iniciar un estudio con tratamiento antioxidante y ver si resulta 
beneficioso para paliar este estrés oxidativo y para mejorar el estado cognitivo de los enfermos.
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III. MATERIALES Y MÉTODOS
1. Materiales
1.1. Animales de experimentación
Se usaron ratas Wistar machos, de distintas edades según el grupo de experimentación (de 3 
a 24 meses). Los animales se mantuvieron en el animalario de la Unidad Central de Investigación 
de la Facultad de Medicina, bajo condiciones constantes de temperatura (23 ± 1°C), humedad 
relativa (60%) y ciclos de luz y oscuridad de 12-12 h. El acceso a agua y comida fue siempre libre, 
siendo la dieta pienso estándar comercializado por PANLAB S.L. cuyo valor calórico es de 3100 
Kcal/Kg. La composición es la siguiente:
Tabla 7. Composición de la dieta administrada a las ratas incluidas en el estudio
Proteínas 17.9%
Grasas 3.1%
Fibra 3.8%
Glúcidos 58.5%
Minerales 5.2%
Los animales fueron divididos en 3 grupos de experimentación:
• Grupo control joven (de 4-6 meses de edad)
• Un grupo de ratas viejas de 24 meses de edad, sin tratamiento alguno
• Un grupo de ratas viejas (de 24 meses de edad) tratadas con el extracto EGb 761 de Ginkgo 
biloba. El extracto EGb 761 fue suministrado junto al agua diariamente en dosis de 100 
mg/kg. de peso durante 3 meses.
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1.1.1. Sacrificio de los animales
Las ratas se sacrificaron entre las 9:00 y 10:00 horas de la mañana del día correspondiente. 
El sacrificio se realizó por decapitación del animal, sin utilizar ninguna sustancia tranquilizante o 
que produjera anestesia. Una vez muerto el animal, se procedió inmediatamente a la apertura de la 
cavidad abdominal con el fin de extraer el hígado rápidamente y a la apertura del cráneo para 
extraer el cerebro.
1.2. Sujetos humanos
Este estudio ha sido realizado con pacientes procedentes de la consulta de Neurología del 
Hospital Clínico Universitario de la ciudad de Valencia. Previamente habían sido informados de los 
objetivos y propósito del estudio, y aceptaron voluntariamente formar parte del mismo. Los 
enfermos fueron diagnosticados de E.A. en estadio de leve a moderado. Se realizaron 5 grupos:
• Grupo control de individuos sanos
• Grupo de enfermos de E.A. sin tratamiento
• Grupo de enfermos de E.A. sometidos a tratamiento con vitamina E durante 6 meses. La 
dosis fue de 1000 U. I. por día.
• Grupo de enfermos de E.A. sometidos a tratamiento con selegilina durante 6 meses, con una 
dosis de 10 mg por día.
• Grupo de enfermos de E.A. sometidos a tratamiento con vitamina E y selegilina durante 6 
meses.
A todos ellos se les realizó 3 extracciones sanguíneas: al comienzo del estudio, a los 3 
meses y a los 6 meses, así como 2 series de tests cognitivos: una al comenzar el estudio y otra al 
finalizarlo (6 meses). La muestra de sangre se extrajo en ayunas a primera hora de la mañana e 
inmediatamente fue desproteinizada para la posterior determinación del glutatión total (GSH + 
2GSSG) y de glutatión oxidado (GSSG). También se extrajo plasma para la determinación del 
malondialdehido (MDA) como índice de peroxidación lipídica. Tanto la sangre desproteinizada 
como los plasmas fueron almacenados a -20° hasta el momento del análisis.
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12.1. Criterios diagnósticos de la Enfermedad de Alzheimer
La criteriología diagnóstica empleada fue la del Grupo de trabajo del Instituto Nacional de 
Enfermedades neurológicas Transmisibles e Ictus (NINDCS) - Asociación de la Enfermedad de 
Alzheimer y Trastornos Afines (ADRDA). Los criterios NINDCS-ADRA establecen categorías de 
diagnóstico definido, probable y posible (ver tabla 8). Las diferencias entre ellas se basan en la 
información de que se dispone en cada caso (solamente clínica frente a clínica y patología) y en qué 
grado el cuadro clínico del paciente se aproxima más o menos íntimamente al Alzheimer clásico.
El conjunto criteriológico NINDCS-ADRA exige la existencia de demencia, bien 
establecida, para el diagnóstico de cualquiera de las 3 categorías que lo componen. Esto impide el 
diagnóstico de E.A. en su fase inicial. Cuando el deterioro cognitivo no tiene la suficiente 
intensidad ni repercusión social, sobre la vida familiar o profesional del enfermo como para 
diagnosticar con rigor que hay un estado de demencia. Por ello, todos los enfermos incluidos en 
este estudio eran Alzheimers definidos.
Tabla 8. Categorías de certeza de diagnóstico de la Enfermedad de Alzheimer (NINCDS- 
ADRDA).
Definido • Los criterios para la categoría definida exigen que el enfermo en vida 
cumpliera los criterios de EA probable y haya luego datos histopatológicos 
confirmatorios obtenidos por biopsia o autopsia.
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Probable • La condición de probable se caracteriza por la existencia de:
• Un síndrome de demencia demostrado con la ayuda de un cuestionario 
concreto y confirmada por un test neuropsicológico;
• Por la constatación de déficit en 2 ó más áreas de cognición;
• Por un empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones
cognitivas, sin que haya trastorno del nivel de conciencia;
• Por un inicio entre los 40 y los 90 años de edad, y
• Por la ausencia de trastornos sistémicos o enfermedades cerebrales que
puedan ser responsables de tales síntomas discognitivos.
• La demencia se define por un declinar en la memoria y en otras funciones
cognitivas en comparación con el nivel previo de estas funciones antes del
inicio de la enfermedad.
• Los hechos que apoyan el diagnóstico aún cuando no son exigidos, incluyen 
una alteración progresiva de funciones específicas, tales como el lenguaje 
(afasia), habilidades motoras (apraxia) y de la percepción (agnosia); 
compromiso de las actividades de la vida diaria y trastornos de conducta,
historia familiar de enfermedad semejante, particularmente si hay
confirmación neuropatológica; normalidad de los estudios rutinarios de LCR.,
cambios no específicos del electroencefalograma (EEG); datos de atrofia 
cerebral en la tomografía axial computerizada (TAC) que van aumentando en 
observaciones seriadas.
• Otros hechos que dan consistencia al diagnóstico de EA probable (pero que no 
son exigidos) incluyen
• Un curso en “plateau”,
• Síntomas asociados como depresión, insomnio, incontinencia, delirios, 
alucinaciones, reacciones catastróficas; trastornos de la conducta sexual o 
pérdida de peso, aumento del tono muscular, mioclonías o trastornos de la 
marcha, especialmente en la fase tardía de la evolución de la enfermedad: 
crisis epilépticas en los estadios avanzados del proceso.
• TAC considerada como normal para la edad del sujeto.
Pierde la condición de E.A. probable el caso en que los síntomas se inicien de 
manera aguda, se constaten signos neurológicos de déficit focal o haya crisis 
epilépticas o trastornos de la marcha en la fase inicial del proceso.
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Posible • Se clasifica el diagnóstico como posible cuando el enfermo tiene un
• Síndrome de demencia sin causa aparente aunque haya variaciones en el 
inicio, presentación o curso clínico en comparación son el Alzheimer típico;
• Si existe un trastorno cerebral de otro tipo o una enfermedad sistémica que 
de por sí son suficientes para producir demencia, pero que en realidad no se 
considera que sean causa real de tal demencia, o bien
• Si el enfermo tiene un déficit cognitivo aislado que se hace gradualmente 
progresivo y no se demuestra otro síntoma.
1.3. Aparatos
• Centrífugas
Para las centrifugaciones a baja velocidad se utilizó una centrífuga de la firma SORVALL, 
modelo GLC-1. Las centrifugaciones a alta velocidad se realizaron en una centrífuga refrigerada 
marca HERAEUS, modelo Sepatech Biofuge 17RS. Para desecar las muestras para el posterior 
análisis de glutatión oxidado, se utilizó una centrífuga, Speed Vac, modelo SC 110 Savant, con una 
bomba acoplada Telstar para realizar el vacío.
• Espectrofotómetro
Se utilizó un espectrofotómetro de la marca KONTRON modelo Uvikon 810
termostatizado.
• pHmetro
El pHmetro empleado fue de la marca CRISON, modelo Microph 2001, con un electrodo 
incorporado INGLOD.
• Baño termostatizado
Se utilizó un baño provisto de agitación automática regulable, marca SBS modelo BT.
• Fluorímetro
Marca Perkin Elmer, modelo LS 50B.
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• Oxímetro
Marca HANSATECH, modelo CD1B
• Balanzas
Se utilizaron 2 balanzas: una de precisión marca SALTER, modelo HA-120M y una 
balanza SARTORIUS, modelo PT 1200.
• Homogeneizador
Marca IKA-WERK, modelo Janke y Kunkel RW 20 DZH.
• Agitador magnético
Marca SELECTA, modelo Agimatic-S.
• Sistema de purificación de agua
Marca MILLIPORE, modelos Milli-Q y Milli-RO.
• Cromatógrafo líquido de alta eficacia para la determinación de glutatión 
El cromatógrafo está compuesto por los siguientes elementos:
2 bombas marca WATERS modelo 510.
- Un inyector PHARMACIA LKB, modelo 2157.
Detector UV WATERS, modelo 441, a longitud de onda constante de 365 nm. 
Ordenador IBM XT modelo 286 con integrador y que controla el equipo.
Columna cromatográfica WATERS modelo Spherisorb aminada, de dimensiones 
20 X 0.46 cm y 5 fim de diámetro de partícula.
• Cromatógrafo líquido de alta eficacia para la detección de malondialdehído 
El cromatógrafo está compuesto por los siguientes elementos:
Bomba marca SHIMADZU modelo LC-10 AD.
Autoinyector SHIMADZU, modelo SIL-10AD vp.
- Detector UV SHIMADZU, modelo SPD-10 AV.
Controlador del equipo CBM-10 A.
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Ordenador IBM XT modelo 486 con el programa de integración CLASS-LC10. 
Columna TEKNOKROMA de fase reversa, modelo Spherisorb C18 cuyas 
dimensiones son 15 x 0,46 cm y de un tamaño de partícula de 5 pm.
• Citómetro de flujo
Marca COULTER modelo Epics Elite ESP.
1.4. Reactivos
• Determinación de proteínas
Se utilizó el “Protein ASSAY Kit” de la firma Sigma-Aldrich Química. Este kit contiene el 
reactivo de Lowiy y el reactivo de Folin.
• Aislamiento de DNA genómico.
Se utilizó el kit Capture Column Kit de la firma Gentra Systems.
• Enzimas
Peroxidasa de rábano, glutatión transferasa, glutatión reductasa. (Boehringer Manheim).
• Otros reactivos
Ácido perclórico 60%, acetato sódico, BPDS, N-etilmaleimida (NEM), Hidróxido potásico 
(KOH), 2-(N-hidroxietil)piperacina-N,-(2-ácido etanosulfónico) (CHES), Rojo nilo 
(Molecular Probes), ácido iodoacético, púrpura de m-cresol, l-fluor-2,4dinitrobenceno 
(FDNB), glutatión reducido (GSH), glutatión oxidado (GSSG), y-glutamilglutamato (y-Glu- 
Glu), malondialdehído (MDA), peróxido de hidrógeno (H2O2), fosfato potásico, ácido 
pirúvico, malato, ácido succínico, cloro dinitrobenceno (CDNB), cloruro sódico, ácido 4- 
hidroxi-3-metilfenilacético (ácido homovanílico), ácido etilendiaminotetraascético 
(EDTA), ácido etilenglicol-bis (p-aminoetil éter) N,N,N',Nl-tetracético (EGTA), 3-(N- 
morfolino) ácido propano sulfónico (MOPS), N-(2-hidroexietil)pipoeracina-N'-(2-ácido 
etanosulfónico) (HEPES), 2-amino-2-(hidroximetil)-l,3-propanodiol (Tris).
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Los reactivos se obtuvieron de las firmas: Sigma-Aldrich Química (España), Boehringer 
Manheim S.A. (Alemania), Panreac, Merck Biochemica (Alemania).
2. Métodos
2.1. Aislamiento de mitocondrias hepáticas y cerebrales.
1. Una vez extraído, el hígado se coloca en una placa Petri que contenga NaCl al 0,9% a 4°C y 
se trocea. Se pasa a otra placa con las mismas condiciones y se realizan varios lavados para eliminar 
toda la sangre. A continuación, el tejido troceado y ya lavado se coloca sobre un papel secante para 
eliminar el exceso de líquido y después se pesa.
2. Una vez seco y pesado, se coloca en un homogeneizador de vidrio introducido en hielo, y se 
añade tampón de aislamiento (la composición es indicada en la tabla 7) 2 mi por cada gramo de 
tejido; se procede a la homogeneización del tejido, a una velocidad de 980 rpm.
3. El homogenado se dispone en uno o varios tubos de centrífuga, y se realiza una 
centrifugación a 1.000 g durante 10 minutos y a 4 °C. Se recoge el sobrenadante en otro tubo y el 
precipitado se resuspende en 3 mi de tampón. Se centrifuga nuevamente a 1.000 g durante 10 
minutos y a 4 °C. Se desecha el precipitado y este sobrenadante y el obtenido anteriormente se 
recogen disponiéndolos en uno o varios tubos.
4. Los sobrenadantes obtenidos en el paso anterior se someten a una centrifugación a 10.000 g 
durante 10 minutos y a 4 °C. A continuación, el precipitado obtenido se resuspende en 3 mi de 
tampón y se vuelve a centrifugar a la misma velocidad y temperatura, volviéndose a desechar el 
sobrenadante y a resuspender el precipitado con 3 mi de tampón.
5. Llegado este punto, el precipitado convenientemente resuspendido, se pasa a un tubo de 
centrífuga del cual conozcamos su peso, y se realiza un último paso de centrifugación a 10.000 g 
durante 10 minutos y a 4 °C. Se desecha el sobrenadante y el peso del precipitado se calcula por 
diferencia de pesos entre el tubo con el precipitado y el peso del tubo vacío.
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6. Finalmente, el precipitado se resuspende bien a razón de 2 pl de tampón de aislamiento 
(Tabla 7) por cada miligramo de peso del precipitado o bien a razón de 20 pl de tampón para la 
determinación de peróxidos (Tabla 9) por cada mg de peso del precipitado, obteniendo de este 
modo una suspensión mitocondrial.
Tabla 8. Composición del tampón de aislamiento utilizado para aislamiento de mitocondrias.
Sacarosa 89 g
EGTA 0,0768 g
MOPS 0,209 g
BSA 0,200 g
k h 2p o 4 0,136 g
Agua c.s.p 200 mi
pH 7,4
El pH se ajusta con KOH al 20%.
2.2. Medida del cociente respiratorio mitocondrial
Las mitocondrias se resuspenden tras su aislamiento y se utilizan de inmediato, sin congelar 
las muestras. La velocidad de consumo de oxígeno por mitocondrias aisladas se mide a 37° C 
usando un electrodo de Clark de 0 2 y un oxígrafo Hansatech. La cantidad de mitocondrias 
incubadas es aproximadamente de 0.5 mg proteínas por mi en el siguiente tampón:
Tabla 9. Tampón para la determinación del cociente respiratorio mitocondrial.
k h 2p o 4 5mM
KC1 145 mM
Hepes 30 mM
MgCl2 3 mM
EGTA 0.1 mM
MOPS 5 mM
El pH se ajusta a 7.4 con KOH a 20%.
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Para trabajar en el estado 4 respiratorio, se usa como sustrato succinato 10 mM y para 
trabajar en el estado 3 respiratorio, se añade ADP, a una concentración final de 500 pM, junto con 
el succinato. El cociente respiratorio se calcula como el cociente entre la velocidad de consumo de 
oxígeno de las mitocondrias aisladas en estado 3 y la velocidad en estado 4.
2.3. Determinación de la tasa de producción de peróxido de hidrógeno.
2.3.1. Fundamento
El método utilizado es una modificación del publicado por Barja (Barja, 1998). Se mide la 
producción de peróxido de hidrógeno siguiendo la reacción catalizada por la peroxidasa entre el 
ácido homovanílico (ácido 4-hidroxi-3-metilfenilacético) y el peróxido de hidrógeno, reacción que 
da lugar a la formación de un dímero que emite fluorescencia a una longitud de onda de 420 nm 
cuando es excitado por una haz de luz de una longitud de onda de 312 nm. Las mitocondrias se 
incuban en estado 4, que es cuando la producción de peróxidos es máxima.
Las mitocondrias se incuban con los correspondientes sustratos. Se añaden piruvato 5 mM y 
malato 2.5 mM como sustratos del complejo I, mientras que como sustrato del complejo II se añade 
succinato 10 mM. Para cada sustrato ensayado, se realizan determinaciones por duplicado de la 
cantidad de dímero H20 2-ácido homovanílico a los 5, 10 y 15 minutos.
Tabla 10. Composición de la solución tamponada para la determinación de peróxidos
EGTA 0,1 mM
k h 2p o 4 5 mM
MgCl2 3 mM
KC1 145 mM
HEPES 30 mM
Agua c.s.p. 200 mi
El pH se ajusta con KO 14 al 20% hasta 7,4.
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2.3.2. Procedimiento
2.3.2.1. Producción de peróxido de hidrógeno utilizando como dador de equivalentes 
reductores succinato.
1. Se preparan 6 tubos (preferiblemente de vidrio para uso en centrífiiga), conteniendo cada 
uno de ellos 5 pl de peroxidasa de rábano 6 U/ml, 20 pl de ácido homovanílico, 1 mM (previamente 
preparado en el tampón para la determinación de peróxidos), 20 pl de succinato 0,1 M pH 7,4 
preparado en el mismo tampón, y 1455pl del tampón. La solución tampón se burbujea con aire con 
una pipeta Pasteur durante 5 minutos, antes de añadirlo a los tubos.
2. A continuación, se añade a cada tubo 500 pl de la suspensión mitocondrial y se inician las 
incubaciones (a 37 °C y en agitación) que serán de 5, 10 y 15 minutos. Antes de añadir la 
suspensión mitocondrial debe tenerse la precaución de tener, tanto la suspensión mitocondrial como 
los tubos con los reactivos, a 37 °C durante 5 minutos.
3. La reacción se para añadiendo 1000 pl de solución glicina-EDTA (la composición se indica 
en la tabla 10) y sumergiendo rápidamente los tubos en hielo.
4. Una vez terminadas las incubaciones, se centrifugan los tubos a 13.000 g durante 15 
minutos a 4 °C y se recogen los sobrenadantes. Se mide la fluorescencia de los sobrenadantes 
obtenidos en una macrocubeta de cuarzo (A,exc = 312 nm, A.em = 420 nm).
Tabla 11. Composición de la solución glicina-EDTA para detener la reacción.
Glicina 2 mM
EDTA 50 mM
NaOH 2,2 mM
Agua c.s.p. 50 mi
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2.3.2.2. Producción de peróxido de hidrógeno utilizando como dador de equivalentes 
reductores piruvato y malato.
Se procede de igual modo que en el caso anterior, con la salvedad de los reactivos que 
deben ponerse en cada tubo, que son los siguientes: 5 pl de peroxidasa de rábano, 20 pl de ácido 
homovanílico, 20 pl de piruvato sódico 50 mM en tampón para la determinación de peróxidos, 20 
pl de malato 25 mM a pH 7,4 preparado en el mismo tampón y 1435 pl del tampón.
2.3.3. Cálculos.
La fluorescencia emitida por los sobrenadantes se valora frente a una recta patrón 
construida con peróxido de hidrógeno en presencia de ácido homovanílico y peroxidasa. La recta 
patrón se realiza añadiendo a una misma cantidad de ácido homovanílico, distintas cantidades de 
peróxido de hidrógeno, como se indica en la tabla adjunta:
Tabla 12. Reactivos utilizados para la realización de la recta patrón del nivel de peróxidos
1 5 20 1 9 7 5 0
2 5 20 1975 1,0
3 5 20 1975 1,5
4 5 20 1975 2,0
Para realizar la determinación fluorimétrica, se añaden los reactivos que indica la tabla 
adjunta a los tubos, y a continuación se añaden 1000 pl de tampón glicina-EDTA a cada uno de los 
tubos y a partir de ese momento se procede igual que con las muestras.
Los patrones de H20 2 se realizan a partir de una solución comercial de peróxido de 
hidrógeno al 33,3% p/v. Primero se realiza una dilución 1/103 del peróxido de hidrógeno comercial 
en el mismo tampón que utilizamos para las muestras, y, a partir de ésta se obtiene una dilución
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1/105 de la comercial (también en este tampón). Esta será la solución que se utilizará para realizar 
los patrones de H20 2.
Para calcular con exactitud la concentración de la solución comercial de peróxido de 
hidrógeno debe medirse la absorbancia de la dilución 1/103 a una longitud de onda de 230 nm (A23o) 
y, utilizando el coeficiente de extinción molar del H20 2 a esa longitud de onda (72,4 mM'1 x cm'1) y, 
mediante la siguiente ecuación, puede conocerse la concentración de H20 2 en cada tubo de la recta 
patrón:
A230 XJXIH2O2 X10
£  H,0, x 1 0 0 0 p l
= nmoles H20 2/ml
2.4. Estudio del transporte de fosfato en mitocondrias hepáticas y cerebrales
2.4.1. Fundamento
La actividad del transportador de fosfato se realiza por medio de un estudio cinético, usando 
el método de la parada por inhibición (Palmieri y Klingenberg, 1979). La curva cinética que se 
obtiene es del tipo Michaelis-Menten. Para el cálculo de la velocidad máxima de transporte, deben 
tomarse los datos en el tramo en el que la cinética es lineal y por tanto, las medidas han de hacerse 
en menos de 10 segundos y a baja temperatura. Para las medidas de capacidad máxima de entrada 
de fosfato, los datos se toman del tramo final de la curva, cuando se llega a una velocidad de 
saturación del transporte.
2.4.2. Procedimiento
Se incuban mitocondrias de hígado y de cerebro en KC1 125 mM, EGTA 1 mM y Hepes- 
Tris 20 mM a pH 7.4. La velocidad del flujo de entrada de fosfato a través del transportador de 
fosfato se determina a 0°C en mitocondrias de hígado y cerebro usando mersalil 5 mM como 
inhibidor específico (Palmieri y Klingenberg, 1979). La velocidad máxima de la entrada de fosfato 
se mide en los primeros 10 segundos de incubación. La capacidad máxima de entrada de fosfato se 
mide a los 60 segundos de incubación.
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2.5. Medida del contenido en lípidos polares y no polares en mitocondrias hepáticas y 
cerebrales
2.5.1. Fundamento
En el citómetro de flujo las partículas pasan individualmente, gracias a un flujo laminar, a 
través de un haz de luz láser debidamente alineado (Métézeau y Delamare, 1988). La interacción de 
las mismas con el láser provoca la dispersión de la luz, que se recoge mediante lentes situadas 
frontal y perpendicular respecto al mismo, y por otra parte, la emisión de fluorescencia, debido a la 
excitación de fluorocromos naturales o incorporados.
El contenido en lípidos polares y no polares se mide por citometría de flujo, usando como 
fluorocromo el rojo nilo (Greenspan y cois., 1985). La molécula de rojo nilo corresponde a la 
fenoxazina (C20H18N2O2) que se usa para localizar y cuantificar lípidos, particularmente gotas de 
lípidos neutros en las células (Smyth y cois., 1992). Cuando se une a lípidos neutros fluorece en el 
amarillo y en el rojo cuando lo hace a lípidos más polares. Se usa selectivamente para mareaje y 
cuantificación de lípidos neutros como los ésteres del colesterol (Knobler y cois., 1987), 
lipoproteínas, o mareaje de inclusiones de fosfolípidos lisosomales (Brown y cois., 1992). El rojo 
nilo además, no es fluorescente en agua y solventes polares pero aumenta la fluorescencia y da una 
gran absorción y emisión azul en ambiente no polar (Deye y cois., 1990; Sackett y Wolff, 1987). 
El rojo nilo se usa también para detectar esfingolípidos en cromatografía en capa fina (Muthing y 
Heitmann, 1993) y mareaje de proteínas tras un gel SDS-poliacrilamida ( Alba y cois., 1996).
Figura. Estructura del rojo nilo (5H-benzo[a] fenoxacina-5-uno-(dietilamino))
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2.5.2. Procedimiento
Las mitocondrias se resuspenden en el mismo tampón usado para la determinación de 
peróxidos. Se introducen en el citómetro de flujo, en el mismo día del aislamiento, previamente 
marcadas con el fluorocromo rojo nilo.
2.6. Determinación de la concentración de proteínas.
2.6.1. Fundamento
Se toma una cantidad de suspensión mitocondrial comprendida entre 50 y 100 pl y se 
conserva a -20 °C hasta su posterior utilización. Empleamos el “Protein Assay Kit” de Sigma- 
Aldrich Química, basado en una modificación de Peterson del método de Lowiy (Lowry y cois., 
1951; Lowiy y Peterson, 1977). El reactivo de Lowry, incluido en el kit, contiene dodecilsulfato 
sódico, que facilita la disolución de las proteínas parcialmente insolubles y tartrato cúprico alcalino, 
que se une a las proteínas. El reactivo de Folin, también incluido en el kit, contiene fenol, que al 
interaccionar con el tartrato da lugar a un compuesto de color azul.
2.6.2. Procedimiento
1. Se añade la muestra (de 10 a 25 pl) a un tubo de ensayo; en el caso de las mitocondrias 
hepáticas se diluyen ocho veces en tampón de aislamiento (Tabla 7), y en el caso de las muestras 
resuspendidas en tampón para la determinación de peróxidos se añaden sin diluir. Se completa con 
agua hasta un volumen de 1 mi.
2. Se prepara un blanco con 1 mi de agua y, además, un blanco que contenga el mismo 
volumen que las muestras de una dilución 1/8 del tampón utilizado el aislamiento de las 
mitocondrias, ya que este tampón contiene seroalbúmina bovina.
3. Se añade 1 mi del reactivo de Lowry a cada tubo, se agita en el vórtex y se incuba 20 
minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.
4. Se añaden 500 pl del reactivo de Folin, se agita en el vórtex y se incuba 30 minutos en 
oscuridad.
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5. Se realiza una lectura espectrofotométrica a una longitud de onda de 660 nm.
2.6.3. Cálculos
Se resta a cada muestra la absorbancia del blanco realizado con tampón utilizado para el 
aislamiento de mitocondrias, y se valoran frente a una recta patrón construida con seroalbúmina 
bovina en cantidades comprendidas entre 0,01 y 0,1 mg/ml.
2.7. Determinación de los valores de glutatión total
2.7.1. Fundamento
El glutatión total se determina por H.P.L.C. (cromatografía líquida de alto rendimiento), siguiendo 
el método descrito por Reed y colaboradores. (Reed y cois., 1980). Este método se basa en la 
separación de los S-carboximetildinitro derivados por cromatografía y posterior cuantificación a 
365 nm. A todas las muestras se les añade una concentración conocida de y-glutamil glutamato, 
como patrón interno, el cual nos va a permitir calcular la concentración de la sustancia problema de 
un modo más exacto.
Con esta técnica cromatográfíca, se pueden determinar las concentraciones tanto de GSH 
como de GSSG de una misma muestra. Sin embargo, el método de Reed y cois., no debe utilizarse 
para determinar el estatus de glutatión, ya que la muestra sufre una autooxidación del GSH 
importante en el proceso de derivatización (Asensi y cois., 1994). De este modo, parte del GSH se 
oxida a GSSG dando falsos positivos en los resultados. Sin embargo, sí que es un buen método para 
la determinación del glutatión total (GSH + (2XGSSG)).
2.7.2. Obtención de las muestras y conservación
Se realiza una extracción sanguínea en la que inmediatamente se pipetean
200 pl de sangre y se mezclan con 800 pl de PCA 7.25% BPDS 1.25 mM. A continuación, 
se centrifuga a 15000g durante 10 minutos a 4o C. De esta manera acidificamos la sangre y 
conseguimos un sobrenadante ácido, libre de proteínas. Las muestras pueden ser conservadas a -20° 
C hasta el momento de su análisis.
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2.7.3. Derívatización de la muestra
1. Se toman 200 pl de sobrenadante ácido y se le añade 20 pl de patrón interno (y-glutamil- 
glutamato 1 mM en PCA al 0.3%). Seguidamente añadimos 20 pl de ácido iodoacético 1 M disuelto 
en púrpura de m-cresol 0.2 mM, que es un indicador de pH que vira a color púrpura entre 8.5 y 9.
2. La mezcla se lleva a pH 8.5 -  9 usando un tampón KOH 3 M CHES 0.3 M y una vez 
alcanzado el pH adecuado, se incuba la muestra durante 10 minutos en oscuridad y a temperatura 
ambiente.
3. Al acabar la incubación se añaden 400 pl de 1-flúor dinitrobenceno al 1% en etanol 
absoluto y se mantiene a 4°C y en oscuridad durante 24 horas como mínimo. Llegado a este punto 
las muestras son estables a 4o C durante varias semanas.
4. Antes de preparar la dilución que será inyectada en el cromatógrafo, las muestras se 
centrifugan a 15000g durante 5 minutos a 4o C. De ahí se toman 50 pl de sobrenadante a los que 
añadimos 270 pl de una mezcla metanol - agua en proporción 800:200.
2.7.4. Técnica cromatográfica.
Se inyectan 80 pl de la solución que contiene la muestra.
La fase móvil está constituida por 2 solventes:
Eluyente A: es una solución de metanol al 80% en agua bidestilada.
Eluyente B: es una solución tampón acético/acetato 0.5 M en metanol al 64%.
Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 ml/minuto. La elución de las sustancias 
que nos interesan se realiza aplicando un gradiente:
La fase móvil se mantiene durante 5 minutos a un 20% del eluyente B y un 80% del 
eluyente A.
Tras este tiempo, comienza a aumentar la cantidad de eluyente B de manera lineal, 
hasta que a los 15 minutos del cromatograma se alcanza un 99% de B y un 1% de A.
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Se mantienen estas concentraciones de cada solvente de 5 a 10 minutos, dependiendo 
del tiempo de elución del último compuesto.
Una vez eluido el último compuesto de interés, se procede al reequilibrado de la 
columna. Para ello, se alcanzan las condiciones iniciales (20% de B y 80 % de A) 
manteniéndose así durante 15 minutos.
2.7.5. Cálculos
Las concentraciones de GSH y GSSG se calculan en el cromatograma basándose en una 
concentración conocida de patrón interno, que es añadida a cada muestra en el proceso de 
derivatización. El patrón interno utilizado es y-glutamil-glutamato, que previamente ha sido 
calibrado frente a patrones de concentraciones conocidas de GSH y GSSG. Tanto los patrones de 
GSH como los de GSSG se calibran previamente enzimáticamente, para conocer su concentración 
exacta. El GSH se calibra por medio de la reacción de la glutatión transferasa y el GSSG por medio 
de la reacción de la glutatión reductasa.
El glutatión total lo expresamos como equivalentes de GSH, sumándole a la concentración 
de GSH 2 veces la de GSSG.
[GSH]= Glutatión total -(2X GSSG)
2.7.5.1. Cálculo de la concentración de los patrones de glutatión reducido por medio de 
la reacción de la glutatión transferasa.
2.7.5.1.1. Fundamento.
Hemos utilizado el método descrito por Brigelius (Brigelius, y cois., 1983). Se basa en la 
determinación espectrofotométrica de la conjugación del GSH con el cloro-2,4-dinitrobenceno. Esta 
reacción está catalizada por la glutatión S-transferasa. El aducto formado, 2,4-dinitrofenil-S- 
glutatión, presenta un máximo de absorción a 340 nm.
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GS-T
GSH + CDNB >  GS-DNB + Vi Cl2
2.7.5.1.2. Procedimiento.
En una microcubeta se añaden los siguientes reactivos:
• 825 fil de fosfato potásico 0,1 M, EDTA lmM, pH 7,0.
• 25-100 pl del patrón de GSH disuelto en PCA 6 % BPDS 1 mM.
• 10 pl de la solución de l-cloro-2,4-dinitrobenceno 10 mM en etanol al 100%.
Se realiza un autocero (ha de tenerse en cuenta que la absorbancia de la línea de base debe 
ser estable)(El) y la reacción comienza añadiendo 10 pl de una solución de glutatión S-transferasa 
500 U/ml en tampón fosfato sódico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,4. Esta solución se dializa previamente 
durante 6  horas en tampón fosfato cambiando el tampón de diálisis cada dos horas.
Se registra la variación de la absorbancia a 340 nm hasta el final de la reacción (E2). La 
diferencia E2-E1 es proporcional a la cantidad de GSH existente.
2.7.5.1 ^ .Cálculos.
Para calcular la concentración de GSH se utiliza el coeficiente de absorción molar del 2,4- 
dinitrofenil-S-glutatión a 340 nm (s = 9,6 mM' 1 cm'1). Una vez hallada la concentración del patrón, 
se realiza una curva con distintas concentraciones de GSH y con la misma de patrón interno, con el 
fin de hallar el factor de respuesta o relación entre el y-glutamil-glutamato (Pl) y el GSH mediante 
la siguiente relación:
Por medio de esta relación podremos calcular posteriormente las concentraciones de analito que 
tendremos en nuestras muestras problema.
A paTRÓNGSH
[PATRÓN GSH] = [Pl] x Factor respuesta
Api
A gSH PROBLEMA
[GSH PROBLEMA] = [Pl] x Factor respuesta
Api
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2.7.5.2. Cálculo de la concentración de los patrones de glutatión oxidado por medio de 
la reacción de la glutatión reductasa.
2.7.5.2.1. Fundamento:
Se sigue la reducción dependiente deNADPH (340 nm) del GSSG a GSH.
NADPH + FC + GSSG ------► 2GSH + NADP+
2.7.5.2.2. Procedimiento
En una microcubeta se añaden:
• 500 pl de tampón fosfato 0,2 M con EDTA 2 mM a pH 7,00.
• 50 pl de NADPH 3 mM disuelto en Tris-HCl 10 mM, pH 7,00.
• 50 pl de GSSG 20 mM disuelto en agua.
• 350 pl de agua (hasta un volumen de 950 pl)
Se registra la disminución de absorbancia a 340 nm.
2.1.5.2 3 . Cálculos
Calculamos la concentración de GSSG por medio de la siguiente fórmula:
• Volumen final de cubeta (mi) 1 _ A ., TT/ .AOD/mm x ---------------------------------------   x -x factor de dilución = U/ml muestra
Volumen de muestra en cubeta (mi) 6,22
Una vez hallada la concentración de patrón de GSSG, se determina el factor de respuesta o 
relación entre el GSSG y el patrón interno, por medio de una curva realizada con distintas 
concentraciones de GSSG y la misma de patrón interno. Con este dato podremos calcular 
posteriormente las concentraciones del analito en nuestras muestras.
A patrÓNGSSG
[PATRÓN GSSG] =---------------- [Pl] x Factor respuesta
Api
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A g s s g  p ro b lem a
[GSSG PROBLEMA] = -----------------  [Pl] x Factor respuesta
Api
2.8. Determinación del glutatión oxidado (GSSG)
2.8.1. Fundamento
Para la determinación del GSSG se siguió el método cromatográfico descrito por Asensi y 
colaboradores. (Asensi y cois., 1994). Se basa en la separación cromatográfica de los 
dinitrobenceno derivados y posterior detección a 365 nm. Para que el GSH no sufra una 
autooxidación en el proceso, se bloquea el grupo tiol con N-etilmaleimida (NEM). Este bloqueo 
hace que este método sea idóneo para evitar el aumento de concentración de GSSG por oxidación 
del GSH durante el procesado de la muestra.
2.8.2. Obtención de las muestras
Tras la extracción sanguínea se pipetean inmediatamente 500 pl de sangre y se mezclan con 
500 pl de PCA 12% BPDS 2 mM NEM 40 mM. Después de agitar vigorosamente, se centrifuga a 
15000g durante 10 minutos a 4o C. El sobrenadante ácido libre de proteínas se usará posteriormente 
para la determinación del GSSG. Las muestras pueden ser conservadas a -20° C hasta el momento 
de su análisis.
2.8.3. Derívatización
1. Se toman 200 pl de sobrenadante ácido y se mezclan con 20 pl de patrón interno (y- 
glutamil-glutamato 1 mM en PCA 0.3%) y 20 pl de púrpura de m-cresol 0.2 mM como indicador de 
pH.
2. Se lleva la muestra a pH 8.5 -  9 añadiendo KOH 3M CHES 0.3M. El indicador de pH vira a 
color púrpura cuando lo alcanza.
3. Se centrifuga a 13000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.
4. Se toman 25 pl de sobrenadante y se mezclan con 50 pl de 1-flúor dinitrobenceno al 1% en 
etanol absoluto.
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5. Se incuba la muestra 45 minutos en oscuridad y se deseca la disolución a vacío hasta 70 
miliTorr.
6 . Las muestras desecadas pueden conservarse durante meses a —20°C hasta el momento de su 
inyección en el HPLC.
7. Justo antes de la inyección en el cromatógrafo, las muestras se resuspenden en 200 pl del 
eluyente A.
2.8.4. Técnica cromatográfica.
Las muestras se procesan en el mismo aparato cromatográfico que el glutatión total 
(apartado anterior). Las condiciones aplicadas en el ensayo son las mismas, siendo el gradiente de 
eluyentes, fase estacionaria, fase móvil y detección, idénticas que en el caso anterior.
2.8.5. Cálculos
El cálculo de la concentración de glutatión oxidado en la muestra biológica, se realiza en 
función de la calibración de soluciones patrón de concentraciones conocidas de GSSG respecto al 
patrón interno.
2.9. Determinación de lipoperóxidos en forma de malondialdehído.
2.9.1. Fundamento.
Se ha seguido el método descrito por Young y colaboradores (Young y cois.,, 1987). Este 
método se basa en la hidrólisis de los lipoperóxidos presentes en la muestra y posterior formación 
de un aducto entre el ácido 2-tiobarbitúrico y el malondialdehído liberado (TBA-MDA2). Puesto 
que el ácido 2 -tiobarbitúrico reacciona con distintos grupos carbonilos presentes en la muestra, 
además, de con el malondialdehído, se realiza una separación por cromatografía líquida de alta 
eficacia en fase reversa del aducto ácido 2 -tiobarbitúrico-malondialdehído del resto de las 
sustancias reaccionantes presentes en las muestras.
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Debido a que el malondialdehído proviene de los lipoperóxidos presentes en el medio y, 
éstos se cuantifícan según el aducto TBA-MDA2, es conveniente hablar de niveles de lipoperóxidos 
cuantificados como TBA-MDA2 en lugar de niveles de MDA.
2.9.2. Procedimiento.
1. A 50 pl de muestra se le añaden 75 pl de H3PO4 0,44 M y 25 pl de la solución de ácido 2- 
tiobarbitúrico; se agita y se mantiene 60 minutos en un baño a 95 °C.
2. Una vez transcurrido el tiempo se añade 150 pl de la solución neutralizante.
3. Se centrifuga a 10000 g durante 5 minutos a 4 °C y se inyectan 50 pl del sobrenadante 
obtenido en el H.P.L.C.
Debe tenerse en cuenta que el aducto ácido 2-tiobarbitúrico-malondialdehído es estable a 
pH neutro-básico un máximo de 20 minutos, por lo que se debe operar con rapidez.
2.9.3. Técnica cromatográfica
Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 ml/min. La elución del aducto TBA- 
MDA2 se realiza en condiciones ¡socráticas, siendo la fase móvil una mezcla de KH2P0 4 50 mM 
pH=6 , 8  y acetonitrilo (70:30). El tiempo de retención del aducto TBA-MDA2 es aproximadamente 
de 5 minutos, y el tiempo del cromatograma fue de 10 minutos.
La detección del aducto TBA-MDA2 se realizó con un detector ultravioleta visible a una 
longitud de onda de 532 nm.
2.9.4. Cálculos.
El área del pico correspondiente al aducto TBA-MDA2 se valora frente a una recta patrón 
construida con MDA-bis. En la construcción de la recta patrón debe incluirse un blanco. La recta 
patrón se hace a partir de las siguientes soluciones de MDA-bis: blanco; 0,6 pM; 1,5 pM; 6,0 pM; 
15 pM y 60 pM.
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2.10. Escalas para la valoración del deterioro cognitivo
2.10.1. Mini mental state examinadon (MMSE)
2.10.1.1. Fundamento
Aunque existen muchos tipos de tests del estado cognitivo, se escogió éste por su sencillez 
y fiabilidad. Descrito por Folstein y colaboradores (Folstein y cois., 1975) en 1975, se trata de un 
test breve y bien estructurado de la función cognitiva. Valora la orientación temporoespacial, 
memoria inmediata y diferida, atención y concentración, el cálculo, lenguaje expresivo y receptivo, 
y capacidad visuoconstructiva (Tabla 6 ). Es un test muy utilizado debido a su brevedad (puede 
hacerse en 5-10 minutos) y ninguno de estas características ha podido superarlo. Su validez como 
medida de la función cognoscitiva está ampliamente aceptada (Jubert, 1997; Patten y Fick, 1993), 
aunque presenta un elevado número de falsos negativos en demencias leves (Lobo y cois., 1988, 
1990).
Aunque originalmente fue diseñado para discriminar entre pacientes orgánicos de los 
deprimidos u otros psiquiátricos funcionales, su utilización ha desbordado el campo de la 
psiquiatría, incorporándose a la evaluación rutinaria de cualquier paciente médico en el que se 
sospeche cualquier deterioro cognitivo (Tombaugh y Mclntyre, 1992).
Las puntuaciones obtenidas van de 0 a 35, siendo una puntuación igual o superior a 29 
normal, mientras que una puntuación de 23/24 o menos suele considerarse patológica para adultos 
de 65 años de edad o más, y una de 27/28 puntos en adultos no geriátricos. Estos puntos de corte 
pueden variar dependiendo de la inclusión de personas muy ancianas en las muestras, de si estos 
pacientes acceden con menos frecuencia al ámbito clínico, y también depende de la inclusión de 
personas de escaso nivel cultural y profesional, lo cual puede dar falsos positivos.
El MMSE tiene en la población general, una sensibilidad superior al 80% en la detección de 
demencia y una especificidad muy alta.
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2.10.1.2. Procedimiento
A todos los pacientes e incluso al grupo control de individuos sanos, se les pasó un test al 
principio del estudio y al finalizarlo (al cabo de 6 meses). Las preguntas de las que consta son las 
siguientes:
Tabla 13. Mini mental State Examination. Versión española por Lobo y cois. 1988
Orientación
1. ¿Qué año es?
¿ En qué estación estamos?
¿En qué mes estamos?
¿Qué día del mes es?
¿Qué día de la semana es? 5 puntos
2. ¿En qué país estamos?
¿En qué región estamos?
¿En qué ciudad estamos?
¿Cómo se llama este hospital?
¿En qué planta nos encontramos? 5 puntos
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Memoria inmediata
3. Repetir 3 palabras:
“peseta, caballo y manzana”
Presentarlos de nuevo hasta que aprenda
los 3 nombres y anotar el n° de ensayos 3 puntos
Atención y cálculo
4. Restar de 3 en 3 desde 30 pesetas 5 puntos
5. Repetir los n° 5, 9, 2 hasta aprender
Ahora repetir hacia atrás 3 puntos
Recuerdo diferido
6. Repetir los 3 nombres aprendidos antes 3 puntos
2.10.2. Escala de Blessed
Es un método evolutivo de detección del deterioro cognitivo (Tabla 14). Está basado 
en una serie de ítems que preguntan a un familiar cercano al paciente, sobre la capacidad de 
éste en cuestiones de la vida diaria y en los cambios experimentados en su personalidad y 
conducta en los últimos 6 meses. Evalúa modificaciones en la alimentación, vestirse, 
control de esfínteres y trastornos de la personalidad y comportamiento. Está compuesta por 
22 ítems divididos en 3 apartados. El primero evalúa las actividades instrumentales de la 
vida diaria (2 ítems), la memoria y la orientación (6 ítems). El segundo valora las 
actividades básicas de la vida diaria (3 ítems). El tercer apartado recoge los cambios en la 
conducta y la personalidad (11 ítems). Más de 9 puntos en la escala suponen una alteración
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significativa del comportamiento, típica de la demencia establecida; de 4 a 9 indican 
deterioro cognitivo probable (Blessed y cois., 1968).
Tabla 14. Escala de demencia de Blessed, Tomlinson y Roth (1968)
Actividades de la vida diaria T P N
Incapacidad para realizar tareas domésticas 1 14 0
Incapacidad para usar pequeñas cantidades de dinero 1 14 0
Incapacidad para recordar listas cortas de elementos 1 14 0
Incapacidad para orientarse en la casa 1 14 0
Incapacidad para orientarse en calles familiares 1 14 0
Incapacidad para valorar el entorno 1 14 0
Incapacidad para recordar hechos recientes 1 14 0
Tendencia a rememorar el pasado 1 14 0
Hábitos Respuesta afirmativa
Come con los cubiertos adecuados, correctamente. 0
Come solamente utilizando la cuchara 1
Come con las manos 2
Debe ser alimentado 3
Se viste sin ayuda 0
Fallos esporádicos 1 / ^ vErrores y olvidos frecuentes en las secuencias de vestirse 2 ¡Ojea fH  v
Incapaz de vestirse 3 \7> 0, -
Control de esfínteres normal 0
Incontinencia urinaria esporádica 1
Incontinencia urinaria frecuente 2
Doble incontinencia 3
Personalidad y conducta SI NO
Retraimiento creciente 1 0
Egocentrismo 1 0
Pérdida de interés por los sentimientos de otros 1 0
Afectividad embotada 1 o
Perturbación del control emocional i 0
Hilaridad inapropiada ii
\j
o
Respuesta emocional disminuida ii A
Indiscreciones sexuales de aparición reciente 1 u
Falta de interés en las aficiones habituales 1 0
Disminución de la iniciativa o apatía progresiva 1 0
Hiperactividad no justificada. 1 0
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2.10.3. Test del dibujo del reloj
Entre las diferentes pruebas específicas en la evaluación cognitiva destaca el test del dibujo 
del reloj, cuya valoración cualitativa puede ser llevada a cabo por el médico de atención primaria. 
Es una prueba sencilla, rápida y útil para el diagnóstico precoz y diferencial de la demencia senil de 
tipo Alzheimer frente a otros procesos degenerativos cerebrales. La ejecución de la prueba implica 
comprensión verbal, memoria verbal a corto plazo, representación mental, procesos 
visuoperceptivos y visuomotores, planificación y ejecución motora.
Junto con el MMSE, el test del reloj facilita la clasificación más correcta de la demencia, 
siendo la razón del 85% (81% de sensibilidad, 90% de especificidad).
El test lo evaluamos según las categorías de Shulman (revisión en Shulman, 2000):
• Grado I: reloj dibujado correctamente o con errores mínimos, en los que se incluyen 
colocar los números a una distancia desigual del círculo o fuera del mismo (9 
puntos)
• Grado II: pequeños errores como puede ser ausencia del minutero, enlazar con una 
línea directa las 12 con las 3, o escribir 3 en letra (7 puntos)
• Grado DI: no poner la numeración, poner doble círculo o numeración invertida (de 
izquierda a derecha) (de 2 a 5 puntos)
• Grado IV: importante desorganización espacial
• Grado V: total incapacidad para resolver la prueba (0 puntos).
Otro modo de evaluarlo es el siguiente: si el 12 ha sido situado arriba, 3 puntos; si se 
dibujan 2 agujas, 2 puntos; si se colocan los 12 números, 2 puntos: si se pone la hora correcta, 2 
puntos.
Se considera demencia de 0 a 6 puntos.
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2.11.Detenninación del genotipo Apo £
El genotipo Apo E se determina en DNA genómico, asilado a partir de linfocitos de 
pacientes de Alzheimer.
2.11.1. Aislamiento de los linfocitos a partir de sangre total
Para el aislamiento de linfocitos se toman 4 mi de sangre total y se añaden 8 mi de tampón 
de lisis (Tris-HCl 10 mM; NaCl 10 mM; MgC12 3 mM; pH 7.5). Se agita suavemente y se 
centrifuga a 2000 rpm, 15 minutos. Se decanta con cuidado el sobrenadante y se añaden 8 mi más 
de tampón de lisis. Tras mezclar suavemente se centrifuga a 2400 rpm, 15 minutos. Se repite la 
misma operación 2 veces más y finalmente nos quedamos con el pellet. Antes de la extracción de 
DNA, el pellet se resuspende en PBS, EDTA 10 mM.
2.11.2. Aislamiento del DNA genómico a partir de linfocitos aislados.
El DNA genómico se aisla con el kit de Gentra Systems, Capture Column Kit. Este kit 
consta de un tampón de purificación que lisará los linfocitos y unas columnas por las cuales se 
eluye la muestra diluida en un tampón de elución.
2.113. Análisis de las isoformas comunes de Apo E.
La concentración de DNA se determina midiendo en el espectrofotómetro a una longitud de 
onda de 260 nm. Una solución con 50 fig/ml de DNA proporciona una absorbancia de 1. Para 
determinar el grado de contaminación (con fenol o proteínas, por ejemplo) de la muestra, se mide la 
absorbancia a 280 nm. La relación de absorbancias 260/280 proporciona una estimación de la 
pureza de la preparación. Una relación menor a 1.8 indica la presencia de impurezas, y en este caso 
no es posible hacer una cuantificación exacta del DNA.
2.11.3.1. Amplificación.
Las reacciones de amplificación se harán en la siguiente mezcla preparada en lecho de
hielo:
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h 2o 28.75 pL
Tampón1 5 pL
Solución Q 10 pL
dNTPs (2.5 pM) 2 pL
Oligo-5’ (10 pM)2 2 pL
Oligo-3’ (10 pM)2 2 pL
Taq (Hot start)1 0.25 pL
(1) Kit de Quiagen Hot start
(2) Diseñados por la Unidad de Medicina Molecular de FVIB (manuscrito en preparación)
(3) Habrá que calcular el volumen final a preparar según las muestras a analizar.
A 14 pL de esta solución se añade 1 (liL de DNA a una concentración de 25 ng/pL.
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
1
94 Hot start 15’ 1
94 Desnaturalización 30”
64 Unión oligo«hebra 30” 55
72 Síntesis 35”
72 Síntesis 5’ 1
Para verificar la PCR, se realiza una electroforesis en gel de agarosa al 2.5%, cargando 3 pL 
del producto de PCR y 1 pL del tampón de carga, cuya composición es: 0.25% Azul de bromofenol;
0.25% Sileno cianol; 30% de glicerol y IX TEB pH8 (Tris Borato EDTA). Las condiciones de la 
electroforesis son: tampón de electroforesis TEB 1X, 80V, de 30 a 60 min.
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2.11.3.2. Digestión del DNA y separación de los fragmentos.
Preparar la siguiente mezcla (Biolabs System): H20  4.02 pL + Tampón Neb 4 (10X) 0.8 pL 
+ BSA 0.08 pL + Hhal (20 U/pL) 0.1 pL. Se prepara el volumen necesario según las muestras a 
analizar. Se toman 5 pL de la mezcla y se añade 1 pL de la PCR; se cubre con una gota de aceite de 
inmersión (Sigma) para evitar que se evapore. Se incuba toda la noche a 37°C.
Los fragmentos de DNA se separan en gel de poliacrilamida al 14%. El gel lleva la 
siguiente composición:
Reactivo Cantidad
Acrilamida (29:1,40%) 7.7 mi
TEB 10X 2.2 mi
Agua 12.1 mi
Amonio persulfato 10% 50 pL
TEMED 20 pL
Se deja polimerizar durante 30 minutos. Las condiciones de la electroforesis son: Tampón 
de electroforesis TEB IX, 250 V, 1 hora.
El revelado de los geles se hizo mediante tinción con nitrato de plata, siguiendo el método 
descrito por Beidler y cois., 1982.
BANDAS QUE DETERMINAN LOS 
91 pb PATRONES CARACTERISTICOS DE 
” P>> CADA
P ISOFORMA:
48 pb
35Pb 2/2: 91 -83 pb
3/3 : 91 - 48-35 pb
4/4 : 72- 48- 35 pb
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3. Análisis estadístico de los resultados
Las comparaciones de 2 medias en muestras paramétricas se realizaron mediante el test T 
de Student y en muestras no paramétricas se compararon con el test Mann-Whitney. Cuando la 
comparación de medias implica más de 2 se usaron el test ANOVA para muestras paramétricas y el 
test Kruskal-Wallis para las no paramétricas.
Las correlaciones simples en muestras paramétricas se realizaron por medio de la 
correlación de Pearson y en muestras no paramétricas con el test de Spearman. También se usaron 
modelos de regresión lineal simple y regresiones lineales múltiples en el caso de 2 ó más variables, 
respectivamente.
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IV. RESULTADOS
1. Estudio del envejecim iento en m itocondrias aisladas y efecto del tratam iento  
an tioxidante con EGb 761.
1.1 Efecto de la edad y tratam iento con EGb 761 en el cociente respiratorio de 
m itocondria.
La actividad respiratoria se estudió midiendo el cociente respiratorio en mitocondrias 
aisladas de ratas jóvenes, ratas viejas no tratadas y ratas viejas tratadas con el extracto EGb 761. 
El cociente respiratorio disminuyó alrededor del 20% con la edad en mitocondrias de cerebro 
(Tabla 14). La disminución asociada con la edad en el cociente respiratorio en mitocondrias de 
cerebro, se previno con la administración de EGb 761 (Tabla 14).
Sin embargo, el cociente respiratorio no cambió significativamente en mitocondrias 
hepáticas (Tabla 15). Además, el tratamiento con EGb 761 no tuvo ningún efecto en las 
mitocondrias de hígado aisladas.
T abla 14. Cociente respiratorio m edido en m itocondrias de cerebro aisladas de ratas 
jóvenes control, viejas no tratadas y viejas tratadas con EGb 761.
Los datos se expresan como el valor ± la desviación estándar y el número de observaciones entre paréntesis. La 
significación estadística se expresa como * P < 0,05 vs. grupo control.
T abla 15. Efecto de la edad y tratam iento con EG b 761 en el cociente respiratorio de 
m itocondrias hepáticas.
Vieja sin tratamiento Vieja tratada
3.3  ±  0.38 (4) 2.7 ±  0.25 (4) * 3.26 ±  0.6  (4)
Vieja sin tratamiento Vieja tratada
3 .0  ±  0.6 (5) 2.7 ±  0.6  (5) 2.9 ±  0.9  (5)
Los datos se expresan como el valor ± la desviación estándar correspondientes a 5 experimentos.
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1.2. Efecto de la edad en la producción de peróxidos en m itocondrias de cerebro y 
de hígado. Prevención con tratam iento con EGb 761.
La generación de peróxidos se estudió en mitocondrias de cerebro y de hígado en 
estado 4, cuando la producción de radicales libres es máxima (Boveris y cois., 1972; Herrero y 
Baija,1997). Las mitocondrias de cerebro de ratas jóvenes generan peróxidos en estado 4 a 
velocidad alta con sustratos dei complejo I, pero a baja velocidad con los del complejo II (Tabla 
17). La generación de peróxidos aumenta un 135 % con la edad, usando sustratos del complejo 
II, pero no se aprecian diferencias significativas con la edad usando sustratos del complejo I 
(tablas 15 y 16).
T abla 16. Velocidad de generación de peróxidos por m itocondrias de cerebro aisladas de  
ratas viejas no tratadas y viejas tratadas con EG b 761, en estado 4 respiratorio, con 
piruvato 5mM  y m alato 2.5 mM com o sustratos del com plejo I.
Los valores se expresan como la media ± la desviación estándar, con el número de individuos de cada experimento 
entre paréntesis. La significación estadística se expresa como * P < 0,05 vs. grupo control.
El tratamiento tardío de las ratas viejas con EGb 761 disminuye un 40 % la velocidad 
de generación de peróxidos por mitocondrias de cerebro en estado 4, cuando se añaden 
sustratos del complejo I y previene el aumento asociado al envejecimiento en la generación de 
peróxidos con sustratos del complejo II (Tablas 16 y 17).
Tabla 17. Velocidad de generación de peróxidos (pm ol/m in.m g de proteína) por 
m itocondrias de cerebro aisladas de ratas viejas no tratadas y ratas viejas tratadas con  
EGb 761, con succinato com o sustrato del com plejo II.
V ieja sin tratam iento Vieja tratadaJoven
77 ± 1 0  (5) 69  ±  4 (5) 47 ±  8 (5) *
Vieja sin tratam iento Vieja tratadaJoven
7.8 ±  3.6  (5) 18.3 ± 4 .4  (5 )*  10.6 ± 6 .2  (5)
Los valores se expresan como valor ± desviación estándar, de 5 experimentos. La significación estadística 
se expresa como * P < 0,05 vs. grupo control.
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Las mitocondrias hepáticas de ratas jóvenes generan niveles elevados de peróxidos en 
estado 4 respiratorio, en ambas condiciones, es decir, tanto con sustratos del complejo I como 
con sustratos del complejo II (Tablas 18 y 19).
La generación de peróxidos en mitocondrias hepáticas aumenta un 50% con la edad 
usando sustratos del complejo I, pero no existen cambios significativos cuando usamos sustratos 
del complejo II en la incubación ( Tablas 18 y 19).
La administración del extracto EGb 761 en las ratas viejas previno el aumento en la 
generación de peróxidos asociada a la edad en las mitocondrias aisladas de hígado, en estado 4 
respiratorio, cuando se usan sustratos del complejo I, pero no había cambios significativos en la 
velocidad de generación de peróxidos por las mitocondrias de hígado con sustratos del complejo 
II de la cadena de transporte mitocondrial (Tablas 18 y 19).
Tabla 18. Velocidad de generación de peróxidos por m itocondrias de h ígado aisladas de 
ratas viejas no tratadas y viejas tratadas con EG b 761, en estado 4 respiratorio, con 
piruvato 5m M  y m alato 2.5 mM com o sustratos del com plejo I.
58 ±  18 (5) 88  ± 1 6  (5 )* 66  ± 1 1  (5)
Los valores se expresan como valor ± la desviación estándar, con el número de observaciones entre paréntesis. La 
significación estadística se expresa como * P < 0,05 vs. grupo control.
Tabla 19. Velocidad de generación de peróxidos por m itocondrias de h ígado a isladas de  
ratas viejas no tratadas y viejas tratadas con EG b 761, en estado 4 respiratorio, con 
succinato 10 mM como sustrato del com plejo II.
82 ± 1 0  (5) 81 ± 14 (5)
Los valores se expresan como el valor ± la desviación estándar, con el número de experimentos entre paréntesis. La 
significación estadística se expresa como * p < 0,05 vs. grupo control.
1.3. Efecto de la edad y tratam iento con EGb 761 en la actividad del transportador  
de fosfato en m itocondrias cerebrales y hepáticas.
La actividad del transportador de fosfato se midió a 0°C en mitocondrias de cerebro y 
de hígado aisladas. Los resultados de la tabla 20 muestran que la velocidad de entrada de
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fosfato en la mitocondria decrece un 40% con el envejecimiento. Esta disminución relacionada 
con la edad se previno con el tratamiento de EGb 761.
T abla 20. V elocidad de entrada de fosfato en m itocondrias cerebrales a isladas de rata 
joven , v ieja  sin tratar y vieja tratada con EGb 761.
p U i^ M Í 5 (4 )
Los valores se expresan como Valor ± S.D., con el número de observaciones entre paréntesis. La significación 
estadística es: * P < 0,05 vs. Grupo control ## P< 0.01 vs grupo de ratas viejas no tratadas.
Con respecto a la actividad del transportador de fosfato en mitocondrias hepáticas, los 
resultados de la tabla 21 muestran que la velocidad de entrada de fosfato en mitocondrias 
hepáticas decrece un 50% con la edad. Esta disminución de la actividad que se da en el proceso 
de envejecimiento no pudo prevenirse por el tratamiento con EGb 761. Además, había una 
tendencia a aumentar, aunque no estadísticamente significativa, en la velocidad de entrada de 
fosfato en mitocondrias hepáticas de ratas viejas tratadas comparadas con las ratas viejas que no 
fueron tratadas.
T abla 21. V elocidad de entrada de foasfato en m itocondrias hepáticas aisladas de rata 
joven , v ieja sin tratar y vieja tratada con EGb 761.
I 1.6 ± 0 .0 5  (4) 0 .78 ±  0.18 (4) *
Los datos se expresan como valor ± S.D. con el número de experimentos entre paréntesis. La significación estadística 
se expresa: * P < 0,05; ** P< 0.01 vs. el grupo control.
1.4. Efecto de la edad y tratam iento con EGb 761 en m itocondrias y contenido en 
lípidos polares y no polares.
No hemos encontrado cambios relacionados con el envejecimiento en el 
contenido en lípidos polares y no polares en las membranas de las mitocondrias aisladas 
de cerebro. Además, el contenido de lípidos no polares en mitocondrias cerebrales de 
ratas viejas no tratadas fue similar que el de ratas jóvenes control (99 ± 1 7 %  ratas
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viejas sin tratamiento vs 100% en ratas jóvenes, n = 4). El contenido mitocondrial de 
lípidos polares fue también similar en estos 2 grupos (95 ± 27 % en ratas viejas sin 
tratamiento vs 100 % en ratas jóvenes, n = 4). Por tanto, el cociente entre lípidos polares 
y no polares no cambia con la edad en mitocondrias de cerebro (Tabla 22). Es más, el 
tratamiento con EGb 761 no tuvo efecto en el contenido de lípidos polares, ni en el de 
lípidos no polares en mitocondrias de cerebro de ratas viejas (105 ± 20 % en lípidos no 
polares y 96 ± 6 % en lípidos polares en ratas viejas tratadas vs 100 % en ratas jóvenes).
Tabla 22. Cociente lípidos no polares/ lípidos polares en m itocondrias aisladas de hígado y 
cerebro.
Mit. 2.3 ±  0.4 2.5 ±  0.4 2.4 ±0.6
cerebro
M it. 2 .6 ±  0.2 3.1 ±  0.7 3.1 ±0.7
hígado
Los datos se expresan como el valor ± S.D de 4 experimentos
Sin embargo, el contenido en lípidos polares y no polares fue más alto en mitocondrias 
hepáticas de ratas viejas que en ratas jóvenes (Figura 20). Además, el contenido en lípidos no 
polares en mitocondrias hepáticas de ratas viejas no tratadas fue 246 ± 75 % vs 100% en ratas 
jóvenes (p<0.05; n=4). El contenido de lípidos polares en ratas viejas fue 188 ± 43 % vs 100% 
en ratas jóvenes (p<0.05; n=4). Sin embargo, el cociente lípidos no polares/lípidos polares fue 
sensiblemente pero no significativamente más alto en mitocondrias hepáticas de ratas viejas no 
tratadas que en las ratas jóvenes. El tratamiento con EGb 761 no presentó un efecto 
significativo en el contenido de lípidos no polares o en el de lípidos polares en mitocondrias de 
hígado de ratas viejas (250 ± 99 % para los lípidos no polares y 193 ± 55 % para lípidos polares 
en ratas viejas tratadas vs 100 % en ratas jóvenes, n= 4).
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Figura 20. Efecto de la edad y tratam iento con Egb 761 en el contenido en lípidos polares 
en m itocondrias hepáticas.
N° M itocondrias
Vieja sm tratamiento 
■ Vieja tratada
1 0 0 101 102 1 0 3 1 0 4
JOVEN
VIEJA SIN TRATAMIENTO 
VIEJA TRATADA
El contenido mitocondrial en lípidos polares fue medido por citometría de flujo usando rojo nilo como 
fluorocromo. Esta figura muestra los histogramas representativos del contenido en lípidos polares de las mitocondrias 
de hígado de ratas jóvenes (verde), ratas viejas sin tratamiento (rojo) y ratas viejas tratadas con el extracto Egb 761 
(azul). El gráfico interior muestra el contenido en lípidos polares en %, de ratas viejas y ratas viejas tratadas, tomando 
el contenido en lípidos polares de las ratas jóvenes como el 100%. La significación estadística se representa como * < 
0.05 vs. al grupo control.
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2. E studio del estrés oxidativo en enferm os de Alzheim er.
2.1 . Estudio del estatus de glutatión en controles sanos y enferm os de E.A.
En la tabla 23 se muestran los resultados obtenidos al medir los niveles de glutatión 
oxidado (GSSG), glutatión reducido (GSH) y el cociente GSSG/GSH x 100 en el grupo de 
individuos sanos usados como control y en el grupo de pacientes de E.A.
Aplicando la prueba T, encontramos una diferencia estadísticamente significativa entre 
los niveles de GSSG de los controles sanos y de los enfermos de Alzheimer (p = 0,00005). No 
encontramos, sin embargo, diferencias significativas entre los valores de GSH. Cuando 
calculamos el cociente GSSG/GSH xlOO vemos que también los valores resultan 
estadísticamente diferentes, siendo más alta la media en los pacientes de Alzheimer que en el 
grupo de controles sanos (p = 0,0009).
Tabla 23. Com paración del GSSG sanguíneo (nm ol/m l), GSH (nm ol/m l) y del 
cociente GSSG /G SH  x 100 entre pacientes de A lzheim er y controles sanos.
C O N T R O L E S SA N O S 28.03 ± 11 %  (15) 1195.7 ±328.02 (15) 2 .4 7 ±  1 . 26 (1 5)
ENFERMOS DE 4 3  1? ± 2 7  7 1  (5 8 ) * * 1256.2 ±473.8 (58) 3.76 ±  2.65 (58) **
ALZHEIMER
Los resultados se expresan como media ± D. S. con el número de individuos entre paréntesis. Las diferencias 
significativas se indican como sigue: (**) p<0,01 respecto al grupo control sano.
2.2. Estudio los niveles de M DA -TBA 2 en controles sanos y enferm os de E.A.
Los niveles de MDA-TBA2 representativos de lipoperoxidación en membranas, fueron 
más altos en los enfermos de Alzheimer que en el grupo control (ver tabla 27). Esta diferencia 
tras aplicar la prueba estadística T, resultó significativa con una p = 0.015.
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T abla 27. Com paración de los niveles de M D A -TBA 2 entre enfermos de A lzheim er y 
controles sanos.
CONTROLES SANOS 8.76 ±4.83 (15)
ENFERMOS DE 12.49 ± 9.89 (58) *
ALZHEIMER
Los resultados se expresan como media ± S.D. con el número de individuos entre paréntesis. La diferencia 
significativa se expresa como (*) p< 0.05 respecto del grupo control sano.
3. Estudio del estrés oxidativo en pacientes d e A lzheim er som etidos a tratam iento  
antioxidante durante 6 meses.
Por medio del test ANOVA vemos que no existen diferencias significativas entre las 
medidas iniciales del GSSG sanguíneo entre los distintos grupos de tratamiento (p = 0.7097). Lo 
mismo ocurre cuando se estudia las diferencias entre los grupos en sus niveles de GSH inicial (p 
= 0.8265), del cociente GSSG/GSH xlOO inicial (p = 0.6296), y del MDA inicial (p = 0.4287). 
Esto quiere decir que los grupos corresponden a una población homogénea en cuanto a estrés 
oxidativo.
3.1. Tratam iento con vitam ina E.
3.1 .1 . Estudio del estatus del glutatión.
Cuando estudiamos los niveles de GSSG sanguíneos en pacientes de E.A. que tomaron 
vitamina E durante 6 meses (figura 21), obtuvimos una media de 27.86 ± 16.0 a los 3 meses de 
comenzar el tratamiento y una media de 20.93 ± 13.20 tras 6 meses de tratamiento. Cuando 
comparamos estos valores con los del grupo de pacientes sin tratamiento (46.54 ± 13.20 a los 3 
meses y 50.24 ± 35.23 a los 6 meses), las diferencias resultaron estadísticamente significativas 
en ambos casos (p=0.02 y p=0.009, respectivamente). La determinación de GSSG llamada 
inicial, corresponde a la Ia toma de sangre, realizada antes de comenzar el tratamiento y, como 
cabría esperar, no presenta diferencias significativas con respecto al grupo que no tomó nada.
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Figura 21. Com paración de los n iveles de G SSG  (nm ol/m l sangre) en pacientes sin 
tratar y tratados con vitam ina E.
G SSG 6 0  -
(nm ol/m l 
sa n g re )  5 0  "
4 0  - 
3 0  - 
20 -  
10 -  
0 -
Inicial 3 meses 6 meses
Comparación de las medias de los valores de GSSG (nmol/ml sangre) entre pacientes de Alzheimer (n=25) y 
pacientes de E.A. que tomaron vitamina E (n=15), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las 
desviaciones estándar se expresan por exceso y por defecto. La diferencia significativas se indican como sigue: (*) 
p<0.05 y (**) p<0.01 respecto al grupo de pacientes sin tratamiento.
En la figura 22, vemos el resultado de las determinaciones de GSH sanguíneo en los 
pacientes que no fueron sometidos a tratamiento y los pacientes que tomaron vitamina E durante 
los 6 meses de estudio. Al igual que en el caso anterior, se realizó la media de los valores 
iniciales, previos al tratamiento, a los 3 meses del comienzo y a los 6 meses.
Figura 22. C om paración de las m edias de GSH (nm ol/m l sangre) entre pacientes 
sin tratam iento y pacientes som etidos a tratam iento con vitam ina E.
GSH 
(nm ol/m l 
s a n g re )
Inicial 3 m e s e s  6 m e s e s
Comparación de las medias de los valores de GSH (nmol/ml sangre) entre pacientes de Alzheimer (n=25) y pacientes
de E.A. que tomaron vitamina E (n=15), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las desviaciones
estándar se expresan por exceso y por defecto.
VITAMINA E
SIN TRATAMIENTO
SIN TRATAMIENTO
VITAMINA E
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Las medias de GSH entre los 2 grupos no resultaron estadísticamente diferentes en 
ninguna de las distintas determinaciones. Sin embargo, cuando calculamos el cociente 
GSSG/GSHxlOO (figura 23) encontramos que la media a los 3 meses es estadísticamente 
distinta entre ambos grupos (3.52 ± 2.63 para el grupo sin tratamiento y 1.84 ± 0.92 para el 
grupo que tomaron vitamina E) con una p= 0.045. También encontramos diferencias entre este 
cociente a los 6 meses de comenzar el estudio entre el grupo sin tratamiento y el de vitamina E 
(4.97 ±3.8 frente a 1.28 ± 0.69, respectivamente), con una p=0.005.
Figura 23. Com paración de las m edias de G SSG /G SH  entre pacientes sin 
tratam iento y pacientes som etidos a tratam iento con vitam ina E.
GSSG/GSH
SIN TRATAMIENTO
VITAMINA E
0
Inicial 3 meses 6 meses
Comparación de las medias de los valores de GSSG/GSH xlOO entre pacientes de Alzheimer (n=25) y pacientes de 
E.A. que tomaron vitamina E (n=15), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las desviaciones estándar 
se expresan por exceso y por defecto. La diferencia significativas se indican como sigue: (*) p<0.05 y (**) p<0.01 
respecto al grupo de pacientes sin tratamiento.
3.1.2. Estudio de los niveles de M DA—T B A 2
Los niveles de malondialdehído en enfermos de E.A. sometidos a tratamiento con 
vitamina E (Figura 24) al cabo de 3 meses de tratamiento, resultan del mismo orden que los 
valores de los enfermos que no fueron tratados (11.05 ± 5.2 frente a 11.95 ± 6.16, 
respectivamente). Sin embargo, disminuyen de forma considerable (p< 0.01) al cabo de 6 meses 
de tratamiento (4.05 ± 1.96 frente a 12.85 ± 7.87).
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Figura 24. Com paración de los valores del M D A -T B A 2 plasm ático (nm oles/m l) en 
enferm os de E.A. sin tratam iento y tratados con vitam ina E.
MDA (nmol/ml 14 - 
plasma) ^
10 -  
8 - 
6 • 
4 -
2
0
SIN TRATAMIENTO
VITAMINA E
Inicial 3 meses 6 meses
Comparación de las medias de los valores de MDA-TBA2 entre pacientes de Alzheimer (if=25) y pacientes de E.A. 
que tomaron vitamina E (n=15), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las desviaciones estándar se 
expresan por exceso y por defecto. La diferencia significativas se indican como sigue: (**) p<0.01 respecto al grupo 
de pacientes sin tratamiento.
3.2. Tratam iento con Selegilina.
3.2 .1 . Estudio del estatus de glutatión.
Los pacientes que tomaron selegilina también presentaron una disminución significativa 
en sus niveles de GSSG (figura 25), tanto a los 3 meses como a los 6 meses de tratamiento,
respecto al grupo de enfermos sin tratamiento (p= 0.005 y p=0.01 respectivamente). Los valores
a los 3 meses dieron una media de 34.18 ± 12.54 nmoles/ml de sangre en el grupo de enfermos 
tratados (frente a 46.54 ± 35.3 en el grupo de enfermos sin tratar). A los 6 meses la media fue de 
17.73 ± 9.27 (frente a 50.24 ± 27.74 nmoles/ml sangre en el grupo sin tratar).
Los niveles de GSH no variaron a lo largo del tiempo del experimento (figura 26) y no 
encontramos diferencias significativas con respecto al grupo de pacientes de Enfermedad de 
Alzheimer que no fueron sometidos a tratamiento alguno.
El cociente GSSG/GSHxlOO disminuyó también en este grupo de enfermos a los 3
meses de tratamiento con respecto al grupo de pacientes de Alzheimer sin tratamiento
antioxidante (p = 0.02). El valor de la media fue 1.3 ± 0.76 en los pacientes que tomaron 
selegilina. A los 6 meses tras el tratamiento con este fármaco la disminución en este cociente
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también fue estadísticamente significativa respecto al grupo de enfermos que no tomaban 
antioxidantes (p = 0.005). El valor medio en este caso fue 1.35 ± 0.75.
Figura 25. Com paración d e las m edias de GSSG  (nm ol/m l sangre) entre pacientes 
sin tratam iento y pacientes som etidos a tratam iento con selegilina.
G SS G
(n m o l/m l
s a n g re )
60 - 
50 - 
40 - 
30-1 
20 - 
10 -I 
0
SIN TRATAMIENTO
**
SELEGILINA
In icial 3 m e s e s  6 m e s e s
Comparación de las medias de los valores de GSSG (nmol/ml sangre) entre pacientes de Alzheimer (n=25) y 
pacientes de E.A. que tomaron selegilina (n=l 0), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las 
desviaciones estándar se expresan por exceso y por defecto. La diferencia significativas se indican como sigue: (**) 
p<0.01 respecto al grupo de pacientes sin tratamiento.
Figura 26. C om paración de las m edias de GSH (nm ol/m l sangre) entre pacientes 
sin tratam iento y pacientes som etidos a tratam iento con selegilina.
GSH
(nm ol/m l
sa n g re )
1600 - 
1400 - 
1200 -  
1000 -  
800 - 
600 - 
400 - 
200
SELEGILINA
SIN TRATAMIENTO
Inicial 3 m e s e s  6 m e s e s
Comparación de las medias de los valores de GSH (nmol/ml sangre) entre pacientes de Alzheimer (n=25) y pacientes
de E.A. que tomaron selegilina (n=10), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las desviaciones
estándar se expresan por exceso y por defecto.
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Figura 27. Com paración de las m edias de G SSG /GSH entre pacientes sin 
tratam iento y pacientes som etidos a tratam iento con selegilina.
GSSG/GSH
xlOO
6
5
4
3
2
SIN TRATAMIENTO
SELEGILINA
1
0
In ic ia l 3 m e s e s 6 m e s e s
Comparación de las medias de los valores de GSSG/GSH xlOO entre pacientes de Alzheimer (n=25) y pacientes de 
E.A. que tomaron selegilina (n=10), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las desviaciones estándar 
se expresan por exceso y por defecto. La diferencia significativas se indican como sigue: (*) p<0.05 y (**) p<0.01 
respecto al grupo de pacientes sin tratamiento.
3.2.2. Estudio de los niveles de M DA—T B A 2
Los niveles de malondialdehído en enfermos de E.A. sometidos a tratamiento con 
selegilina (Figura 28) al cabo de 3 meses de tratamiento, resultan estadísticamente distintos (p = 
0.007) de los que presentaron los enfermos sin tratar (5.59 ± 2.57 frente a 11.95 ± 6.16, 
respectivamente). A los 6 meses de tratamiento esta diferencia se mantiene (p = 0.01), siendo la 
media 5.49 ± 3.74 (frente a 12.85 ± 7.87 en los pacientes sin tratamiento). Aunque los valores 
iniciales de MDA inicialmente fueron más altos que los que presentaron el grupo de enfermos 
sin tratar, las diferencias no resultan estadísticamente significativas.
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Figura 28. C om paración de los valores del M D A -TBA 2 plasm ático (nm oles/m l) en 
enferm os de E.A. sin tratam iento y tratados con selegilina.
M DA
(n m o l/m l
p la s m a )
16 -  
14 -  
12  -  
10 -  
8 -  
6 -  
4  - 
2 -  
0
SIN TRATAMIENTO
SELEGILINA
In ic ia l 3 m e s e s  6  m e s e s
Comparación de las medias de los valores de MDA-TBA2 entre pacientes de Alzheimer (rr=25) y pacientes 
de E.A. que tomaron vitamina E (n=15), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las desviaciones 
estándar se expresan por exceso y por defecto. La diferencia significativas se indican como sigue: (**) p<0.01 
respecto al grupo de pacientes sin tratamiento
3.3. Tratam iento con Vitam ina E y Selegilina.
3 .3 .1 . Estudio del estatus de glutatión.
Los niveles de GSSG sanguíneos de los pacientes que tomaron el doble tratamiento, 
no muestran diferencias significativas ni a los 3, ni a los 6 meses con respecto a los enfermos 
que no fueron tratados (figura 29). Lo mismo ocurre en los niveles de GSH (figura 30) y en 
los valores del cociente GSSG/GSH (figura 31)
Figura 29. C om paración de las m edias de GSSG (nm ol/m l sangre) entre pacientes 
sin tratam iento y pacientes som etidos a tratam iento con vitam ina E y selegilina.
GSSG 60,00
(nmol/ml 50,00 -
sangre)
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00 -
SIN TRATAMIENTO
*  VITAMINA E
+
SELEGILINA
Inicial 3 m e ses  6 m eses
Comparación de las medias de los valores de GSSG (nmol/ml sangre) entre pacientes de Alzheimer (n=25) y
pacientes de E.A. que tomaron vitamina E y selegilina (n=15), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses.
Las desviaciones estándar se expresan por exceso y por defecto.
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Figura 30. Com paración de las m edias de GSH (nm ol/m l sangre) entre pacientes 
sin tratam iento y pacientes som etidos a tratam iento con vitam ina E y selegilina.
VITAMINA E 
+
SELEGILINA
SIN TRATAMIENTO
Inicial 3 m e se s  6 m e se s
Comparación de las medias de los valores de GSH (nmol/ml sangre) entre pacientes de Alzheimer (n=25) y pacientes 
de E.A. que tomaron vitamina E y selegilina (n=15), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las 
desviaciones estándar se expresan por exceso y por defecto.
Figura 31 . Com paración de las m edias de G SSG /GSH entre pacientes sin  
tratam iento y pacientes tratados con vitam ina E y selegilina.
GSSG/GSH 6,00 
x100 5,00
4.00
3.00
2.00 
1,00 
0,00 1
Comparación de las medias de los valores de GSSG/GSH xlOO entre pacientes de Alzheimer (n=25) y pacientes de 
E.A. que tomaron vitamina E y selegilina (n=10), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 meses. Las 
desviaciones se expresan por exceso y por defecto.
3.3 .2 . Estudio de los niveles de M D A —T B A 2
Los valores de malondialdehído de los pacientes que tomaron vitamina E y selegilina 
tampoco resultan estadísticamente diferentes de los valores que presentan los enfermos sin 
tratamiento (figura 32).
SIN TRATAMIENTO
VITAMINA E
+
SELEGILINA
Inicial 3 m eses 6 m eses
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Figura 32. Com paración de las m edias de M DA entre pacientes sin tratar y
MDA
(n m o l/m l
p la s m a )
20 1 
15 -
10 -
5 -
0
SIN TRATAMIENTO
VITAMINA E 
+
SELEGILINA
In ic ia l 3 m e s e s  6 m e s e s
pacientes tratados con vitam ina E y selegilina.
Comparación de las medias de los valores de MDA-TBA2 entre pacientes de Alzheimer (n=25) y 
pacientes de E.A. que tomaron vitamina E y selegilina (n=15), al comenzar el estudio, a los 3 meses y a los 6 
meses. Las desviaciones estándar se expresan por exceso y por defecto.
4 . Relación entre los resultados de estrés oxidativo y los resultados de los tests 
cognitivos (M ini-M ental State Exam ination, test de Blessed y test del reloj).
4.1. Estudio de los resultados de los tests cognitivos realizados a los pacientes de 
Alzheimer.
Al realizar un análisis de correlaciones parciales entre los distintos test realizados 
(MMSE, Test de Blessed y Test del reloj) nos damos cuenta que los 3 tests se correlacionan 
estrechamente entre ellos (Tabla 29).
Tabla 29. Coeficientes de correlación parcial entre las diversas pruebas de estado  
cognitivo.
M M SE inicial M M SE final Blessed inicial Blessed final
Blessed inicial 0.004 - - 0.001
Reloj inicial 0.022 - 0.05 -
Blessed final - 0 .006 - -
Reloj final - 0 .005 - 0 .003
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Para los análisis estadísticos posteriores hemos escogido el test MMSE por ser el más 
específico de los 3.
4.2. Estudio de la relación estrés oxidativo-test M M SE en pacientes de Alzheim er.
Al estudiar la relación entre el MMSE y los valores de estrés oxidativo iniciales, es 
decir, antes de comenzar ninguno de los tratamientos, nos damos cuenta de que existe una 
correlación entre los valores de GSSG sanguíneos iniciales y el número de respuestas que 
contestan los pacientes (figura 33). Aplicando un test estadístico de correlación simple vemos 
que resulta significativo con una p= 0.037.
Figura 33 . C orrelación sim ple entre los n iveles de GSSG (nm ol/m l sangre) y el núm ero de 
respuestas acertadas en el M M SE en pacientes de Alzheim er.
GSSG
inicial
150
100
50 ♦  ♦
-10 0 10 20 30 40
P=0.037
MMSE inicial
Correlación simple entre el GSSG (nmol/ml) y el MMSE. , En todos los pacientes de Alzheimer (52) antes del 
tratamiento. La significación del test estadístico fue p= 0.03.
Lo mismo ocurre cuando representamos los valores del cociente GSSG/GSH con 
respecto a las respuestas acertadas en el MMSE (figura 34). Comprobamos que existe una 
correlación lineal entre ambos valores en los pacientes, antes de someterlos a tratamiento 
alguno.
Figura 34. C orrelación sim ple entre los niveles del cociente G SSG /G SH  y el núm ero de 
respuestas acertadas en el M M SE en pacientes de A lzheim er.
GSSG/GSH -i 5 
x100 inicial
10 p=0.016
♦  ♦
♦  ♦ ♦
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Correlación simple entre el cociente GSSG/GSH x 100 y el MMSE, en todos los pacientes de Alzheimer (52) antes 
del tratamiento. La significación del test estadístico fue p= 0.016.
4.3. Relación entre el estrés oxidativo, resultados del M M SE test y genotipo Apo E.
Al representar los datos de GSSG iniciales con respecto a los del MMSE inicial, 
pero diferenciando los distintos genotipos Apo E de los pacientes, vemos que de los 4 
genotipos Apo E posibles, los pacientes con genotipo 4/4 presentan mayor tendencia a cumplir 
la correlación: mayor oxidación del glutatión - menor número de respuestas acertadas en el 
MMSE.
Figura 33. Correlación entre los niveles de G SSG  (nm ol/m l sangre) y el núm ero de 
respuestas acertadas en el M M SE en pacientes de A lzheim er según su genotipo Apo E.
GSSG 160 
inicial 140
120
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Correlación entre el GSSG (nmol/ml) y el MMSE en todos los pacientes de Alzheimer (52) antes del tratamiento y 
según su genotipo Apo E.
4.4. Estudio de la relación estrés oxidativo-test M M SE en pacientes de A lzheim er  
som etidos a tratam iento antioxidante.
Cuando estudiamos todos los pacientes en conjunto, sin importar el grupo de 
tratamiento, nos encontramos con que existe una correlación entre la evolución de los valores de 
MDA y la evolución en el número de respuestas acertadas en el MMSE a lo largo de los 6 
meses de estudio. Para estudiar la evolución de los pacientes se ha restado el resultado obtenido 
al final del estudio menos el obtenido al comenzarlo. A este resultado se le llama incremento de 
la variable en cuestión (Tabla 28). En la figura 35 observamos gráficamente esta correlación 
AMDA vs. A MMSE.
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T abla 28. Regresión m últiple entre los resultados de M M SE y las variables m edidas de  
estrés oxidativo.
AGSSG 0.0835
A GSSG/GSH 0.1823
AMDA 0.0142 *
Regresión múltiple realizada con todos los pacientes de Alzheimer en conjunto(p=0.05), independientemente del 
grupo de tratamiento (np63). Los valores han sido calculados como sigue: A MMSE= n° de respuestas acertadas al 
final de estudio- n° de respuestas acertadas el 1 - día de estudio; AMDA, AGSSG, A GSSG/GSH son los valores 
finales (a los 6 meses) menos los iniciales.
Figura 35. Regresión sim ple entre el AM DA y el AM M SE en pacientes de A lzheim er  
som etidos a tratam iento antioxidante.
p=0.01
AMDA
-5 i) 
- i o  
-15 
-20 
-25 J
-15
AMMSE
-10
Regresión simple realizada en los pacientes de Alzheimer en conjunto (p=0.05), independientemente del grupo de 
tratamiento (n=30). Los valores han sido calculados como sigue: A MMSE= n° de respuestas acertadas al final de 
estudio- n° de respuestas acertadas el 1er día de estudio; AMDA= valores finales (a los 6 meses) menos los iniciales. 
La significación del test estadístico fue p= 0.01 y el coeficiente de regresión lineal fue r=0.6.
Cuando realizamos el estudio fijándonos en los tratamientos por separado, nos damos 
cuenta de que es el tratamiento con vitamina E el que mejor resultados da en relación con los 
test cognitivos. Al representar la concentración de GSSG en estos pacientes con respecto al
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número de respuestas acertadas en el MMSE, nos encontramos con que existe una correlación 
entre ambas variables y que se ajusta a un modelo de regresión lineal simple (figura 36).
Figura 36. R egresión lineal sim ple entre el AGSSG y el AM M SE en pacientes de A lzheim er  
som etidos a tratam iento con vitam ina E.
AGSSG
(nm ol/m l)
p=0.05
♦  ♦
-40 -20
-20
AM M SE(n° respuestas)
♦  ♦
-60
%
Regresión simple realizada en los pacientes de Alzheimer (p=0.05), sometidos a tratamiento con vitamina E (rr=15). 
Los valores han sido calculados como sigue: A MMSE= n° de respuestas acertadas al final de estudio- n° de 
respuestas acertadas el 1er día de estudio; AGSSG= valores finales (a los 6 meses) menos los iniciales. La 
significación del test estadístico fue p= 0.05 y el coeficiente de regresión lineal fue r=0.85.
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V. DISCUSIÓN
1. Estudio del envejecimiento mitocondrial en ratas
1.1. Efecto del envejecimiento y tratamiento con EGb 761 en el cociente 
respiratorio de mitocondrias hepáticas y cerebrales.
Nuestros resultados demuestran que el cociente respiratorio disminuye alrededor de un 
20%  con la edad en mitocondrias cerebrales, lo cual indica que hay un cierto grado de 
desacoplamiento mitocondrial en el cerebro a lo largo del proceso de envejecimiento. Estos 
datos son  acordes con los previamente publicados, en los que se describe una disminución en la  
actividad respiratoria relacionada con la edad, así como en el potencial de membrana de 
mitocondrias aisladas a partir de cerebro (Beal y  cois, 1993; Sastre y  cois., 1996).
La administración de EGb 761 consigue evitar la disminución del cociente respiratorio 
que se  produce en el envejecimiento en mitocondrias de cerebro. Estos resultados se  
complementan con los obtenidos previamente por nuestro grupo, en los que vim os que este 
m ismo tratamiento, evitaba la disminución del potencial de membrana en las mitocondrias 
cerebrales (Sastre y  cois., 1998) y  confirma la eficacia del tratamiento con el extracto EGb 761  
en la prevención de la pérdida de funcionalidad mitocondrial relacionada con edades avanzadas.
Sin embargo, el cociente respiratorio no presenta cambios significativos en 
mitocondrias hepáticas de ratas viejas. Además, el tratamiento con EGb 761 no tiene efecto 
alguno en ellas. Por lo tanto, parece que en este sentido las mitocondrias de células 
postmitóticas son más sensibles al envejecimiento que las de células con capacidad de 
regeneración.
1.2. Efecto de la edad y tratamiento con en la generación de peróxidos en 
mitocondrias de cerebro y de hígado.
La generación de peróxidos en mitocondrias de cerebro y  de hígado se estudió en 
estado 4 respiratorio, ya que se sabe que la producción de radicales libres en este estadio 
respiratorio es m áxima (Boveris y  cois., 1972; Herrero y  Barja,1997). Las mitocondrias se
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incuban con piruvato y  malato com o substratos del complejo I, o con succinato como substrato 
del com plejo II. D e este modo, estudiamos la actividad prooxidante de le» complejos I y  III, los 
2 componentes principales de la cadena respiratoria que se hallan implicados en la generación 
de radicales libres por las mitocondrias (Boveris y  Chance, 1973; Herrero y  Barja, 1997).
Es nuestro estudio hemos comprobado que las mitocondrias de cerebro de ratas jóvenes 
generan m ás peróxidos en estado 4 con substratos del complejo I, que con substratos del 
complejo II. Estos resultados apuntan hacia el papel del complejo I de la cadena respiratoria, 
como el mayor lugar de generación de peróxidos en las mitocondrias cerebrales no sinápticas. 
Estos resultados son de gran importancia fisiológica, ya que los substratos del complejo I son  
los principales substratos de la cadena de transporte electrónica en el metabolismo mitocondrial 
normal.
Con respecto a los resultados obtenidos en ratas viejas, hemos comprobado que las 
mitocondrias de cerebro generan un 135 % más peróxidos con la edad usando substratos del 
complejo II, pero no hemos encontrado cambios significativos en la cantidad de peróxidos, 
cuando usamos substratos del complejo I. D e este modo, podemos pensar que el complejo III 
de la cadena de transporte electrónico contribuye también al estrés oxidativo que se da en las 
mitocondrias de cerebro en el envejecimiento.
El tratamiento tardío con EGb 761 en las ratas viejas, hace disminuir un 40  % la 
velocidad de generación de peróxidos en las mitocondrias de cerebro en estado 4 respiratorio, 
cuando se  usan substratos del com plejo I como dadores de electrones. También evita el 
aumento en la generación de peróxidos relacionada con edades avanzadas con substratos del 
complejo II. A sí, vem os que las propiedades antioxidantes del extracto EGb 761 de Ginkgo 
biloba son capaces de disminuir la velocidad de generación de especies prooxidantes por las 
mitocondrias cerebrales de animales viejos. Estos resultados son acordes con los obtenidos en 
nuestro laboratorio previamente, en los cuales comprobamos la capacidad de prevención del 
estrés oxidativo relacionado con el envejecimiento que se daba en las mitocondrias cerebrales 
por este m ism o compuesto (Sastre y  cois., 1998). Se ha propuesto que la administración tardía 
de EGb 761 podría ser considerada com o un posible tratamiento del retraso del proceso de
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envejecimiento, ya que la velocidad de producción de ROS parece afectar a la potencial 
esperanza de vida máxima (Pérez-Campo y  cois., 1998).
Los resultados en mitocondrias de hígado muestran que las ratas jóvenes generan más 
peróxidos en estado 4 , tanto con substratos del complejo I, como cuando se incuban con 
substratos del complejo II como dadores de electrones. Estos resultados indican que ambos 
complejos I y  III son los mayores centros de generación de peróxidos en las mitocondrias 
hepáticas.
Cuando estudiamos la generación de peróxidos en ratas viejas en mitocondrias de 
hígado, comprobamos que aumentan un 50% usando substratos del complejo I, pero no 
encontramos cambios significativos usando substratos del complejo II. Esto nos indica de 
nuevo, un papel crucial del complejo I en el estrés oxidativo que se produce en la mitocondria 
en el proceso de envejecimiento.
El tratamiento tardío en ratas v ig a s  con el extracto EGb 76 1 , que contiene gran 
cantidad de compuestos antioxidantes, previene el aumento relacionado con la edad en la 
generación de peróxidos en mitocondrias hepáticas en estado 4  respiratorio, cuando se usan 
substratos del complejo I. Sin embargo, no encontramos cambios significativos al usar este 
tratamiento en las mitocondrias hepáticas, cuando se incuban con substratos del complejo II. D e  
nuevo hemos podido demostrar la  eficacia del extracto EGb 761 del árbol Ginkgo biloba para 
combatir el estrés oxidativo que se da en las mitocondrias hepáticas durante el proceso de 
envejecimiento (Sastre y  cois., 1998), especialmente si consideramos los substratos del 
complejo I como los principales substratos del metabolismo normal de la mitocondria.
1.3. Efecto de la edad y tratamiento con EGb 761 en la actividad del transportador 
mitocondrial de fosfato.
Los estudios de transporte de fosfato se realizaron a 0 o C, ya que si se hacen a 
temperaturas más altas la velocidad de transporte es demasiado elevada y  no se puede ver lo 
que ocurre en momentos iniciales de actividad del transportador.
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En nuestro trabajo comprobamos que la velocidad de entrada de fosfato en las 
mitocondrias cerebrales decrece un 40%  en el envejecimiento. Esta disminución relacionada 
con  la edad en el transporte de fosfato se evita suministrando el extracto EGb 761 . Por tanto, el 
daño oxidativo sufrido por el transportador de fosfato y/o el de los lípidos de la membrana 
mitocondrial parecen estar involucrados en el deterioro que se da en el transporte de fosfato en 
las mitocondrias de cerebro, ya que un tratamiento antioxidante, com o es el EGb 7 6 1 , es 
efectivo para evitar este efecto. Sin  embargo, no podemos asegurar que otro(s) efecto(s) del 
EGb 761 aparte de la acción antioxidante, puedan estar involucrados en este fenómeno.
Con relación a la actividad del transportador de fosfato en las mitocondrias hepáticas, 
hemos podido demostrar que la velocidad de entrada de fosfato decrece un 50%  con la edad. 
Estos resultados son acordes con los encontrados en la bibliografía, en los que se apunta una 
pérdida de funcionalidad durante el envejecimiento en este transportador (Paradies y  Ruggiero, 
1991). Esta disminución en la eficacia del transportador de fosfato relacionada con el 
envejecimiento, no pudo evitarse con el tratamiento con EGb 761 . Además, se  observa cierta 
tendencia pero que no llega a ser estadísticamente significativa a aumentar la velocidad de 
transporte de fosfato en mitocondrias hepáticas de ratas viejas tratadas, cuando se comparan con 
las ratas viejas que no recibieron tratamiento alguno. La administración tardía del extracto de 
Ginkgo biloba en ratas durante 3 meses, no parece suficiente para prevenir esta disminución de 
actividad del transportador de fosfato que se da en el envejecimiento en las mitocondrias de 
hígado. A sí, el tratamiento con EGb 761 por periodos más largos podría resultar beneficiosa  
para llegar a compensar la pérdida de funcionalidad que vemos en el transportador relacionada 
con el envejecimiento mitocondrial hepático, y  así reproducir los resultados obtenidos en las 
mitocondrias de cerebro.
1.4. Efecto de la edad y del tratamiento con EGb 761 en el contenido mitocondrial de 
lípidos polares y no polares.
Los cambios que se dan en la actividad de las proteínas transportadoras de aniones, 
podrían ser causa a su vez, de cambios producidos en la com posición de lípidos de las
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membranas, com o ya se ha propuesto en varios laboratorios (Nohl y  Kramer, 1980; Kim  y  cois., 
1988; Paradies y  Ruggiero, 1990; Paradies y  Ruggiero, 1991). Por este motivo, nos planteamos 
el estudio de la com posición de lípidos polares y  no polares en mitocondrias cerebrales y  
hepáticas, tanto jóvenes como viejas con y  sin tratamiento con EGb 761 .
En las mitocondrias de cerebro aisladas, no hemos encontrado cambios relacionados 
con el proceso de envejecimiento en el contenido en lípidos polares y  no polares. Además, tanto 
el contenido en lípidos polares como el de lípidos no polares es similar en el grupo de ratas 
jóvenes y  en el de ratas viejas sin tratamiento. Por lo tanto, el cociente entre lípidos no 
polares/lípidos polares no presenta cambios con la edad en mitocondrias de cerebro. En estos 
casos el tratamiento con EGb 761 no tiene ningún efecto sobre el contenido de lípidos en 
mitocondrias de cerebro de ratas viejas.
Según nuestros resultados, no parece que los cambios en la actividad del transportador 
de fosfato en las mitocondrias de cerebro de edad avanzada, sean debidos a cambios en la 
com posición de lípidos en la membrana mitocondrial.
Sin embargo, el contenido en lípidos polares y  no polares es más alto en mitocondrias 
hepáticas de ratas viejas que en las de ratas jóvenes. A  pesar de esto, el cociente lípidos no 
polares/ lípidos polares presenta una tendencia a aumentar, aunque no estadísticamente 
significativa, en ratas viejas no tratadas con respecto a las ratas jóvenes. Estos resultados son  
complementarios a los encontrados por Paradies y  Ruggiero (Paradies y  Ruggiero, 1991), los 
cuales vieron un aumento relacionado con el proceso de envejecimiento en el cociente molar 
colesterol/fosfolípidos en mitocondrias de hígado de rata. Este cambio se asocia con la pérdida 
de fluidez de membrana, que podría liderar una pérdida en las funciones de transportadores 
(Paradies y  Ruggiero, 1991). El tratamiento con EGb 761 no tiene un efecto significativo en el 
contenido de ambas clases de lípidos en mitocondrias aisladas de hígado de rata vieja.
En cambio, en las mitocondrias hepáticas la disminución en la actividad del 
transportador de fosfato que se da con la edad, sí puede deberse a cambios en la com posición de 
los lípidos de la membrana, tal y  como sugieren nuestros resultados y  como apuntaron 
previamente Paradies y  Ruggiero (Paradies y  Ruggiero, 1991). El tratamiento con EGb 761 no
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es efectivo para prevenir los cambios relacionados con la edad en la com posición lipídica de la 
membrana de mitocondrias hepáticas.
2. Estudio del estrés oxidativo en sangre de pacientes de E.A.
Muchos investigadores a lo largo de muchos años (Hartman, 1995; Halliwell y  
Gutterídge, 1989; Packer y  cois., 1992) han sugerido la existencia de un desequilibrio entre la 
generación de radicales libres y  las defensas antioxidantes en la patogénesis de muchos 
desórdenes neurodegenerativos, incluida la E .A . Son muchos los estudios que se han realizado 
sobre el estrés oxidativo en la E.A ., en los que se buscaban evidencias de las consecuencias 
deletéreas del estrés oxidativo sobre ciertas dianas celulares en la E.A. e  incluso en algunos se 
han medido parámetros de estrés oxidativo como glutatión (Cooper, 1997) o malondialdehido 
(Yan y  cois., 1994) en cerebro de pacientes. Pero hasta ahora no se había encontrado varios 
marcadores periféricos para determinar la existencia de un estrés oxidativo in vivo en estos 
enfermos. Nosotros hemos encontrado que los niveles de glutatión oxidado en sangre se hallan 
aumentados en pacientes con enfermedad de Alzheimer, así como los de malondialdehido, 
indicativos de peroxidación lipídica. Estos parámetros son actualmente aceptados como buenos 
marcadores de la existencia de un estrés oxidativo y  por tanto, una sim ple toma sanguínea nos 
puede servir para determinarlos en estos enfermos, sin necesidad de esperar a determinaciones 
en cerebro post mortem o  la  realización de b iopsias cerebrales.
Los datos de la existencia de estrés oxidativo en sangre periférica ayudaría al 
diagnóstico clínico, y  podrían incluirse en la batería de pruebas que se les realizan com o son las 
pruebas de imagen o los tests cognitivos.
La existencia de un estrés oxidativo en pacientes con enfermedad de Alzheimer que no 
tomaban ningún otro tratamiento, nos permitió saltar las bases para comenzar nuestro estudio 
del efecto beneficioso del tratamiento con antioxidantes. Además de querer paliar la oxidación 
que se produce en los enfermos, también queríamos estudiar cóm o repercutiría en el estado 
cognitivo de los mismos.
D e entre todos los antioxidantes que podíamos elegir optamos por 2  fármacos ya 
utilizados en un estudio multicéntrico realizado con 314  pacientes de E.A. y  publicado en el año
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1997  en el New England Journal o f Medicine: la vitamina E y  la selegilina (Sano y  cois., 1997). 
Estos autores demostraron el efecto beneficioso del tratamiento en varios parámetros, como son 
la muerte o la intemalización en instituciones, pero no vieron una mejoría en los tests 
cognitivos. Nosotros nos centramos en el estudio del estrés oxidativo y  su asociación a estos 
tratamientos.
2.1. Estudie del estrés oxidativo en pacientes con E.A.: tratamiento con vitamina 
E, selegilina o ambas.
Nosotros hemos conseguido demostrar el efecto beneficioso de la vitamina E y  la 
selegilina para paliar el estrés oxidativo que habíamos encontrado en los pacientes de 
Alzheimer. A sí, los niveles de glutatión oxidado (G SSG ), el cociente G SSG /G SH  y  los niveles 
de malondialdehido bajan con ambos tratamientos.
En el caso de la vitamina E, vemos que los valores de G SSG  y  el cociente G SSG /G SH  
disminuyen ya a los 3 meses de tratamiento. Cuando extendemos el tratamiento a 6 meses estos 
niveles bajan todavía más, siendo incluso en ambos casos menores a los obtenidos en el grupo 
de voluntarios sanos usados com o controles. Estos resultados son acordes con los esperados, ya 
que la vitamina E se incluye en las membranas biológicas al ser liposoluble, y  al aumentar el 
tiempo de tratamiento es lógico que aumente su cantidad en ellas, siendo su efecto más 
marcado. Lo m ismo ocurre en el caso del malondialdehido, en el que vemos que a los 3 meses 
de tratamiento aún no han disminuido sus valores, siendo similares a los de los pacientes que no 
tomaban vitamina E. Sin embargo, a los 6 m eses conseguimos disminuir sus niveles, siendo de 
nuevo inferiores incluso a los de los controles.
Cuando usamos como tratamiento la selegilina también conseguimos disminuir los 
valores de G SSG  sanguíneo, el cociente G SSG /G SH  y  las cantidades de malondialdehido. En  
este caso, estos valores más bajos se mantienen en el tiem po de tratamiento, es decir, no son  
dependientes del tiempo que perdure la administración. Esto también es lógico, ya que al 
tratarse de un inhibidor enzimático, con una dosis suficiente para inhibir el enzima, se consigue 
su efecto y  aunque se aumente el tiempo de toma, su actividad no es acumulativa.
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Sin embargo, con el doble tratamiento no conseguimos ni disminuir significativamente 
los niveles de GSSG , ni los del cociente G SSG /G SH , ni los de malondialdehido. Este efecto 
podría ser debido a una interacción entre ambos fármacos, aunque esta explicación no es 
probable ya que en el estudio publicado el New England Journal o f Medecine (Sano y  cois., 
1997) al que ya nos hemos referido anteriormente, sí encuentran un efecto beneficioso con el 
doble tratamiento. Nuestros resultados podrían deberse a un incumplimiento de terapia, ya que 
la medicación que toman estos enfermos es importante, y  no hay que olvidar que sufren 
demencia y  olvidos continuados.
Por tanto, en base a nuestros resultados podemos concluir que la toma de vitamina E 
consigue disminuir el estrés oxidativo asociado a la Enfermedad de Alzheimer y  que es un buen 
tratamiento a largo plazo, además de los escasos efectos secundarios que su toma suele 
presentar en los enfermos. La selegilina también nos ha dado buenos resultados en este aspecto, 
aunque esta droga sí presenta algunos efectos secundarios y  no era bien tolerada por algunos 
enfermos, e  incluso algunos debieron interrumpir el tratamiento antes de finalizar el estudio 
aquejados de distintas molestias. Según nuestros resultados, este fármaco sería de buena 
elección para terapias a corto plazo, ya que su  efecto se presenta en periodos de tiempo menores 
que los necesarios para la vitamina E. El doble tratamiento con ambos fármacos sin  embargo, 
no nos dio buenos resultados y  por los antecedentes en la bibliografía tampoco se ve que sus 
efectos sean mejores que alguno de las 2 drogas tomadas por separado.
3. Relación entre los tratamientos con vitamina E, selegilina o ambas y el estado 
cognitivo de los pacientes de Enfermedad de Alzheimer.
En los enfermos que no tomaron tratamiento antioxidante vem os que los tests 
cognitivos son peores a lo  largo de los 6 m eses de tratamiento. Los enfermos aciertan menos 
preguntas en un promedio del 8%, con respecto al principio del estudio.
Sin  embargo, en los pacientes que tomaron vitamina E vemos que los resultados de 
estos tests se mantienen con el tiempo, es decir, no se refleja un empeoramiento en ellos. Parece 
que en esta clase de demencia, un periodo de 6 meses es suficiente como para ver un deterioro 
que se refleje en el resultado de los tests M ini Mental y  por lo tanto, que se mantengan en el
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número de respuestas acertadas, es un avance significativo. Cuando nos planteamos la relación 
entre los niveles más bajos de G SSG  que habíamos conseguido y  los resultados de los tests, nos 
encontramos que la relación entre ambos parámetros es lineal (gráfica 1). Es decir, cuanto más 
elevados era su índice de oxidación de glutatión sanguíneo, menos preguntas acertaban en estos 
tests. Este análisis de los resultados nos permiten concluir que el tratamiento con vitamina E 
permite paliar el estrés oxidativo asociado a la Enfermedad de Alzheimer, pero además mejora 
el estado cognitivo de estos pacientes.
Con respecto a la selegilina, también vim os que el número de respuestas que estos 
pacientes acertaban al comenzar el tratamiento y  al finalizarlo, era similar. Esto nos dice que la 
selegilina mantiene el estado cognitivo de estos pacientes estabilizándolos y  no empeoran o lo 
hacen más lentamente, que si no toman esta droga. Sin embargo, no encontramos una relación 
lineal entre los niveles de G SSG  o  M D A  y  el resultado de los tests. Esto hace pensar que la 
selegilina actúe por un mecanismo distinto al de la vitamina E, frente a los radicales libres.
Cuando analizamos los resultados de los tests cognitivos de los pacientes que tomaron 
ambos tratamientos, vim os que sufrían un empeoramiento a lo largo del tiempo del estudio. Por 
lo tanto, en los 3 grupos de tratamiento (vitamina E, selegilina y  vitamina E +  selegilina) 
encontramos una relación entre el resultado del M ini Mental Status Examination y  los 
parámetros marcadores de estrés oxidativo determinados.
Por lo tanto, podemos concluir que el estrés oxidativo que padecen los enfermos de 
E.A. se relaciona con el estado cognitivo en el que se encuentran y  que los tratamientos con 
antioxidantes pueden ser útiles para mejorar esta situación y  retardar el deterioro al que están 
sometidos por el avance inevitable de la enfermedad.
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VL CONCLUSIONES
1. El cociente respiratorio en mitocondrias de cerebro aisladas de rata, disminuye en el 
envejecimiento. Esta disminución consigue evitarse tratando los animales con el extracto 
EGb 761 de Ginkgo biloba.
2. La tasa de producción de peróxidos en mitocondrias aisladas de cerebro de rata, es alta con 
sustratos del complejo I de la cadena de transporte electrónico mitocondrial, pero baja con 
sustratos del complejo n . Esta alta velocidad de generación de peróxidos, consigue 
disminuirse con el tratamiento con EGb 761 en ratas viejas.
3. La tasa de producción de peróxidos en mitocondrias aisladas aumenta en el envejecimiento 
con sustratos del complejo II de la cadena de transporte electrónico mitocondrial. Este 
aumento se evita tratando los animales con extracto EGb 761 de Ginkgo biloba.
4. La velocidad de generación de peróxidos en mitocondrias aisladas de hígado aumenta en el 
envejecimiento, cuando usamos como sustrato de la cadena de transporte electrónico 
sustratos del complejo I. Este aumento consigue evitarse con tratamiento con EGb 761 de 
Ginkgo biloba.
5. La velocidad de entrada de fosfato en mitocondrias de cerebro y  de hígado aisladas, 
disminuye en el envejecimiento. Esta disminución se evita con el tratamiento con EGb 761 
de Ginkgo biloba en el caso de las mitocondrias cerebrales, pero no en las hepáticas.
6. La relación lípidos polares/lípidos apolares en mitocondrias de cerebro y  de hígado aisladas 
no varía en el envejecimiento.
7. Los pacientes con Enfermedad de Alzheimer presentan valores de G SSG  y  de G SSG /G SH  
en sangre más elevados que los controles sanos.
8. Los pacientes de Enfermedad de Alzheimer presentan valores de malondialdehído en 
plasma más elevados que los controles sanos.
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9. Los pacientes de Alzheimer que tomaron vitamina E durante 6 meses presentaron valores de 
G SSG  y  de G SSG /G SH  en sangre más bajos que los pacientes que no la tomaron, siendo 
esta disminución mayor cuanto mayor es el tiempo de tratamiento.
10. Los pacientes de Alzheimer que tomaron vitamina E presentaron valores de 
malondialdehído más bajos en plasma a los 6 m eses de tratamiento que los que no la 
tomaron.
11. Los pacientes de Alzheimer que tomaron selegilina durante 6 meses, presentan valores más 
bajos de G SSG  y  de G SSG /G SH  en sangre, que los pacientes que no recibieron tratamiento 
antioxidante alguno.
12. Estos pacientes también presentaron valores más bajos de malondialdehído en plasma que 
los pacientes que no la tomaron.
13. Los pacientes que tomaron vitamina E y  selegilina durante 6 m eses presentaron niveles 
sanguíneos de G SSG  y  de G SSG /G SH  similares a los pacientes que no tomaron este 
tratamiento. Lo m ism o ocurría con los niveles de malondialdehído en plasma.
14. Existe una correlación entre los valores de G SSG  en pacientes de Alzheimer que no 
tomaron tratamiento antioxidante y  el número de respuestas acertadas en el test M ini Mental 
State Examination. El grupo de pacientes en el que esta tendencia en más significativa es el 
de genotipo A po E 4 /4 .
15. También existe una correlación entre los valores de G SSG /G SH  sanguíneos y  el número de 
respuestas acertadas en el M M SE en pacientes que no tomaron tratamiento antioxidante 
alguno.
16. Existe una correlación entre la evolución en los niveles plasmáticos de malondialdehído y  la 
evolución a lo largo de 6 meses en el número de respuestas acertadas en el M M SE, en 
pacientes sometidos a tratamiento antioxidante.
17. Los resultados de los niveles de G SSG  sanguíneos en los pacientes que tomaron vitamina E 
durante 6 m eses se  correlacionan con el número de respuestas que estos pacientes aciertan 
en el test M M SE.
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